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RESUMEN

El sindrome de Sjogren es una enfermedad autoinmune que causa alteraciones
en la estructura y funcion de las glandulas exocrinas debido a la destruccion de la
lamina basal de acinos y ductos, y a la degradacion de las principales proteinas de
matriz extracelular. El progresivo reemplazo de componentes exocrinos por tejido
adiposo y fibroso, conduce a la sequedad de mucosas, principalmente oral
(xerostomia) y ocular (xeroftalmia), que son los principales sintomas de esta
enfermedad.

En las glandulas de estos pacientes, también se pueden encontrar focos de
infiltrado linfocitario, los que se correlacionan con el progreso de la enfermedad. Sin
embargo, cambios importantes en las células epiteliales y la matriz extracelular, darian
cuenta del desarrollo de esta enfermedad de manera independiente a la presencia de
infiltrado de células mononucleares. A nivel molecular, la degradaciéon de la matriz
extracelular es inducida por un desequilibrio entre metaloproteinasas de matriz y sus
inhibidores tisulares, favoreciendo la actividad proteolitica. La degradacion de
componentes de la lamina basal desorganiza la estructura y conduce a la pérdida de
anclaje celular a la matriz extracelular.

La senalizacion dependiente de anclaje mantiene la polaridad celular
principalmente a través de complejos de adhesion llamados hemidesmosomas. El
receptor involucrado en formar estas estructuras es la integrina a6p34, cuyo ligando de
mayor afinidad es la laminina-5. Recientemente se ha demostrado que la laminina-5
estd sobreexpresada (a nivel de proteinas y mRNA) en glandulas salivales labiales de
pacientes con sindrome de Sjogren. Ademas, analisis de microarreglos de cDNA
obtenidos de glandulas salivales labiales de pacientes con sindrome de Sjogren, y
comparados con los obtenidos de individuos control, han demostrado que varias
proteinas citoplasmaticas normalmente asociadas a la integrina a6p4, por ejemplo
BP230 y citoqueratina 8/18, estan sobreexpresadas.

Las integrinas, ademas de su papel como mediadores de la interaccién célula-
matriz, participan en la sefializacién hacia y desde la célula (senalizacion bidireccional),
la que es importante para regular procesos como proliferacion, diferenciacion y muerte
celular. Por lo tanto, la degradacién no regulada de lamina basal, no sélo modifica las

propiedades de adhesién de la célula, sino también las sefales que estos receptores
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llevan al interior de la célula, conduciendo a importantes cambios que pueden llevar a
la muerte celular.

De esta manera, se decidié analizar los niveles de expresién y localizacion
subcelular de la integrina a6p4 en células acinares de pacientes con sindrome de
Sjogren e individuos control, y asi estudiar si estos se relacionan con los cambios que
ocurren en estas glandulas.

Se propuso la siguiente hipétesis:

“En glandulas salivales de pacientes con sindrome de Sjogren la pérdida de
adhesion de células acinares a su lamina basal y la sobreexpresion de laminina-5, se
acompanan de una sobreexpresion y/o redistribucion de la integrina a.6p4”

Para evaluar esta hipétesis, se determinaron los niveles de mRNA y de
proteinas de las subunidades a6y 4 en glandulas salivales de pacientes con sindrome
de Sjogren y se compararon con los resultados obtenidos de individuos controles.
Ademas, mediante inmunohistoquimica, usando anticuerpos especificos para cada
subunidad, se analizé la localizacion de la integrina a6p4 en la membrana plasmatica
de células acinares y la de laminina en laminas basales de acinos de glandulas
salivales. Los resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas en los
niveles relativos de mRNA entre pacientes y controles, tanto para la integrina o6 (p =
0,49) como para la integrina 4 (p = 0,71). Al analizar los niveles relativos de proteinas,
en el caso de a6, no se encontraron diferencias significativas entre el grupo total de
pacientes y el grupo control (p = 0,2), sin embargo, al separar el grupo de pacientes en
dos subgrupos de acuerdo a su nivel de expresion, se encontré que el que presentaba
niveles menores no tenia diferencias significativas respecto al grupo control (p =
0,296), mientras que el otro, que presentaba niveles relativos mucho mas altos, si
mostré diferencias significativas (p = 0,014). En cuanto a la proteina p4, ésta se
encontr6 de manera intacta (200 kDa) y proteolizada (172 y 145 kDa) tanto en
pacientes como en controles. De ambas formas, los niveles fueron significativamente
menores en pacientes respecto a controles (p = 0,02).

En cuanto a la localizacién subcelular de la integrina, en pacientes se encontré

una importante redistribucion hacia la superficie lateral de la célula, encontrandose
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incluso a nivel citoplasmatico en los casos de mayor desorganizacién de la lamina
basal.

Estos y otros resultados confirman de manera parcial la hipétesis, donde el
mecanismo de rescate al desanclaje podria llevarse a cabo a través de la redistribucién
de la integrina a6p4 a nivel subcelular. Existirian otros mecanismos por los cuales se
mantendrian activas algunas de las senales dependientes de anclaje, para completar el
sistema de rescate a la muerte celular, y que no pasarian necesariamente por una

mayor cantidad de integrina a6p4.
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SUMMARY

Expression and distribution pattern of integrin a6p4 in acini cells from

salivary glands from patients with Sjogren’s Syndrome

The Sjogren’s syndrome is an autoimmune disease that causes alterations in
the structure and function of exocrine glands due to the destruction of basal lamina of
acini and ducts and degradation of the major structural extracellular matrix proteins.
The progressive replacement of exocrine components by fibrous and adipose tissues
leads to the main symptoms of this disorder such as oral and ocular dryness.

Focal infiltration of lymphocytes into the glands of these patients has also been
observed and it correlates with the progression of the disease. However, the important
changes occurring in epithelial cells and the extracellular matrix might account for the
development of this disorder, independent of the presence of infiltrating mononuclear
cells. At a molecular level, extracellular matrix degradation is triggered by an altered
balance between matrix metalloproteinases and their inhibitors that favours the
proteolytic activity. Degradation of basal lamina components disorganize this structure
and lead to the loss of acinar cell anchorage to the extracellular matrix.

Anchorage-dependent cellular signaling maintains cell polarity mainly due to the
assembling of adhesion complexes such as hemidesmosomes. Receptor implicated in
forming these structures is a6B4 integrin for which laminin-5 is the ligand of highest
affinity. It has been recently shown that laminin-5 is over expressed (at a protein and
mRNA level) in labial salivary glands from Sjogren’s syndrome patients. Additionally,
microarrays analysis that compared acinar cell samples obtained from labial salivary
glands of control individuals versus Sjogren’s syndrome patients indicated that several
cytoplasmic proteins (e.g. BP230 and cytokeratins 8/18) normally associated with a6p34
integrin are over expressed in the glands of the Sjogren’s syndrome patients.

Integrins, in addition to their role as mediators of cell matrix-cell interaction
participate in outside-in and inside-out signalling, important for other processes like
proliferation, differentiation and cell death. Therefore, non-regulated basal lamina

degradation modifies not only the adhesive properties of a cell, but also, the signals
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these receptors have to convey to the interior of the cell leading to dramatic changes
that could go from life to death.

Thus, gene expression, protein levels and localization of the a6p4 integrin in
acinar cells of labial salivary glands from Sjogren’s syndrome patients and control
individuals were monitored to study whether integrin levels and subcellular distribution
are related to changes occurring in these glands.

Therefore, the hypothesis proposed was:

“Lack of adhesion of acinar cell to their basal lamina and the over-expression of
laminin-5 in labial salivary glands of Sjogrens syndrome patients are paralleled by
increased levels and/or redistribution of the a6p4 integrin”

To evaluate this hypothesis, mMRNA and protein levels of a6 and B4 integrin
subunits present in labial salivary glands were measured by PCR and western blot
techniques, respectively. Results obtained for labial salivary glands of Sjogren’s
syndrome patients were compared with those obtained for control individuals.
Subcellular localization of (1614 was analyzed by immunohistochemistry using specific
antibodies against each subunit. Non-significant differences for either a6 (p = 0.49) or
B4 (p = 0.71) integrins in samples obtained from labial salivary glands of patients versus
control subjects were found when comparing mRNA levels. At a protein level, a6
integrin was not significantly different in patients versus controls (p = 0.2). However,
they show two distinct populations that when analyzed separately, one had a6 integrin
protein levels similar to those of controls (p = 0.296) while the second group, presenting
much higher levels of protein, was significantly different that samples from control
individuals (p = 0.014). On the other hand,[J4 integrin was found intact (200 kDa) or
proteolyzed by calpain (172 and 145 kDa) in both Sjogren’s syndrome patients as well
as in control subjects. In any case, protein levels were significantly lower in Sjogren’s
syndrome patients than in controls (p = 0.02).

In terms of a6B4 integrin localization, an important redistribution toward the
basolateral surface of the cell was observed and in cases where the basal lamina was
more disorganized, (1614 was even found in the cytoplasm.

These and other results, partially confirm the hypothesis. The rescue

mechanism to cell detachment, could be carried out by integrin a6p4 redistribution.
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Other mechanisms would keep activated some attachment-dependent signals to
complete this rescue system, and these would not imply necessarily a higher amount of

integrin a6p34.
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INTRODUCCION

1. Generalidades del sindrome de Sjogren

El sindrome de Sjogren (SS) es una enfermedad crénica, autoinmune, que
puede ocurrir a cualquier edad, aunque es mas frecuente entre los 40 y 60 afos,
llegando a constituir una prevalencia del 2% en la poblacion adulta [2]. Afecta
principalmente a mujeres en una relacion de 9:1 respecto a hombres. Se caracteriza
por la sequedad de mucosas, principalmente oral (xerostomia) y ocular (xeroftalmia),
debido a la disminucion o ausencia de secreciones, causada por alteracion en la
estructura, organizacion y funcién del parénquima y de la matriz extracelular de las
glandulas que las producen. Estos cambios se acompafian de una infiltracién de
células mononucleares, pudiendo terminar en una atrofia glandular, debido a la
reduccion o destruccion de acinos [2, 24]. También pueden presentarse
manifestaciones extraglandulares tales como artritis, fibrosis pulmonar, nefritis
intersticial, neuropatias periféricas y/o compromiso del sistema nervioso central,
hepatitis o cirrosis biliar, vasculitis, etc. Un 5% de los pacientes pueden presentar
durante la evolucion de la enfermedad un linfoma de tipo B [2, 4]. El SS puede
presentarse aislado (SS primario), o bien se puede observar asociado a otra
enfermedad autoinmune (SS secundario), con mayor frecuencia artritis reumatoidea
[59].

Se han realizado muchos estudios para analizar el papel del infiltrado linfocitario
en la destruccion del parénquima glandular. De esta manera, se ha determinado la
importancia que tiene el proceso de apoptosis provocado por los linfocitos T CD4", el
cual a través de los mecanismos Fas/FasL y granzima-perforina, tendria una
participacién relevante [42]. Estudios mas recientes han encontrado cambios
importantes en la organizacion de las células epiteliales y matriz extracelular de las
glandulas salivales de estos pacientes. Estos resultados podrian explicar el dafio
glandular [28, 44].

2. Breves antecedentes sobre la Matriz Extracelular
El tejido conectivo que rodea a las células del parénquima glandular se

compone de células estromales inmersas en una intrincada matriz, conocida como la



matriz extracelular (MEC), que mantiene la arquitectura y funcion de acinos y de
conductos. La MEC contiene fibras proteicas estructurales (colageno y elastinas) y
adhesivas (fibronectina y laminina) entrelazadas en un gel hidratado compuesto de una
red de cadenas de glicosaminoglicanos [1]. Los componentes de la MEC estan
sometidos a un constante recambio, que incluye sintesis y degradacion. La regulaciéon
de este proceso depende de una variedad de proteasas, tales como las
metaloproteinasas de MEC (MMPs) y sus respectivos inhibidores tisulares (TIMPs). En
condiciones normales, ambas familias de proteinas deben expresarse en un equilibrio
que permita un recambio fisiolégico de la MEC [44].

Rodeando a los acinos y conductos, hay una fina capa de MEC denominada
lamina basal (LB), cuya organizacién, como se ve en la Figura 1, estd dada por dos
redes poliméricas, una de colageno IV y la otra de laminina, que se interconectan por
nidégeno (o entactina) y proteoglicanos tipo perlecan. Las células del epitelio acinar se
encuentran unidas a proteinas de la LB mediante moléculas de adhesion llamadas
integrinas que se relacionan a nivel intracelular con elementos del citoesqueleto, como

actina y citoqueratina [5].
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Figura 1. Modelo de la estructura molecular de la lamina basal.
Adaptado de Alberts, B. (2002) Molecular biology of the cell, 42 Ed.



3. Matriz Extracelular y Sindrome de Sjogren

Como se menciond, las glandulas salivales (GS) y lagrimales de pacientes con
SS, presentan alteraciones en la estructura, organizacion y funcién del parénquima y
de la MEC, que pueden culminar en una atrofia glandular debido a la reduccion del
componente acinar, ya sea por pérdida y/o disminuciéon del volumen de células
acinares, o bien por pérdida total del acino, el cual va siendo reemplazado por tejido
fibroso y adiposo, con los consecuentes sintomas de sequedad ocular y oral [14, 44].

En pacientes con SS se ha encontrado un aumento en la degradacién de
proteinas de la LB (laminina y colageno IV) y estroma (colagenos |, lll, y fibronectina)
como consecuencia de un desequilibrio en la expresion de MMPs/TIMPs. Aqui se
encontré que las MMP-3 y -9, sintetizadas por las propias células acinares, aumentaron
su expresion, y MMP-9 ademas aumenté su actividad. Los niveles de TIMP-1 fueron
mas bajos en pacientes con SS que en controles, favoreciendo la degradacion. Los
niveles de expresion de MMP-3 y MMP-9 se correlacionaron con el nivel de severidad
de esta patologia [24, 43, 44].

En lineas celulares derivadas de glandulas salivales, la expresion de MMPs es
modulada por una variedad de citoquinas, factores de crecimiento y hormonas [4]. Las
citoquinas IL-1a, IL-6, el factor de necrosis tumoral o (TNF-a) y el interferén y (IFN-y)
son potentes inductores de algunas MMPs [4, 14, 15, 62]. Al respecto, estudios
realizados en GS de pacientes con SS, han revelado que las citoquinas no sélo son
producidas por células del infiltrado mononuclear, sino también por células de ductos y
acinos. Se encontré que estas Ultimas células, tanto en individuos sanos como en
pacientes con SS, expresan y sintetizan citoquinas del tipo IL-1a, IL-6, IL-10, TNF-a,
TGF-B e IFN-y, sin embargo, existe una diferencia en los niveles en que estas
moléculas se sintetizan [14, 27, 55]. Algunas de estas citoquinas, a través de procesos
autocrinos y/o paracrinos podrian provocar un aumento en los niveles de expresion de
algunas MMPs en el parénquima glandular.

Como ya se menciond, la interaccion entre la célula epitelial y la MEC esta
mediada por receptores de adhesion, entre ellos las integrinas, que ademas de cumplir
funciones de anclaje de la célula epitelial a la LB, como se representa en la Figura 2,
participan en los procesos de sefalizacion celular [19, 20]. De esta manera, cuando la

LB se degrada significativamente, la célula pierde su anclaje, y la pérdida de los
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estimulos dependientes de anclaje puede modificar su patron de diferenciacion y
proliferacion celular, o llevar a la muerte celular por anoikis, que es la apoptosis

inducida por la pérdida de contactos célula-matriz mediados por integrinas [16].
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Figura 2. (A) Esquema de sefalizacion dependiente de anclaje
(AF: Adhesiones focales, HD: Hemidesmosomas).
(B) Detalle del complejo de unién Célula-Matriz Extracelular.
Imagen (B) adaptada de Aumailley y cols. 2003 [3].

En las GS de los pacientes con SS, la desorganizacion de la LB, por accion de
MMPs, provoca pérdida de polaridad de la célula acinar (Figura 3), induccion de
proliferacion celular y cambios en los patrones de diferenciacion. En casos extremos
hay pérdida de adhesion y muerte celular por anoikis [24, 43, 45].

Bajo este escenario, se evalud el recambio de proteinas de la LB a fin de
comprender la desorganizacién que presentan las LBs de acinos y conductos de las
glandulas de los pacientes SS. Se encontrd una sobreexpresion de laminina-5 (MRNA
y proteina) y una marcada degradacion de nidégeno, proteina que interconecta
colageno IV con laminina [32]. Por otro lado, en acinos provenientes de glandulas de
pacientes SS, se midid la expresion génica de un conjunto de genes empleando
microarreglos de cDNA. Este estudio mostré cambios significativos de la expresion de

genes que codifican para proteinas que se asocian a la integrina a6p4, tales como

4



BP230 y la dupla de citoqueratinas 8/18. Ademas, estos resultados confirmaron la
sobreexpresion de laminina-5 (LM5) determinada previamente por RT-PCR y Western
blot [45].

L ., -

Figura 3. (A) Acino de un sujeto control, con células polarizadas.
(B) Acino de un paciente SS, notablemente desorganizado, donde se
observa la pérdida de polaridad nuclear.
(L: Lumen, Linea Segmentada: Contorno del acino).
Imagen tomada de Pérez y cols. 2005 [43].

LM5 es el ligando especifico de la integrina a6p34 y la interaccion de ambas
desencadena una serie de eventos que se traducen en el ensamblaje de complejos de
adhesion llamados hemidesmosomas. Estos complejos anclan la célula a la LB, y a
través de mecanismos de sefalizacidén se regularia la organizacion estructural y
funcional del epitelio glandular [54].

Considerando estos antecedentes, esta tesis se enfocara al estudio de la
expresion génica, los niveles de proteina y la distribucién celular de la integrina a6p4.
Se intentard comprender como se relacionan la expresién (mMRNA y proteina) y la
distribucion de la integrina a6p4 con los cambios observados en la LB y en la célula

acinar de las GS de pacientes SS.

4. Generalidades de las Integrinas

Las integrinas son glicoproteinas de transmembrana que median interacciones
célula-célula y célula-MEC en organismos multicelulares. Estan involucradas en
procesos tales como embriogénesis, respuesta inmune, inflamacion, mantencion de la

integridad de los tejidos y otros [22].



Las integrinas cumplen su funcién como heterodimeros tipo aff, unidos de
manera no covalente. Aparte de anclar células a la MEC, las integrinas a través de su
dominio citoplasmatico, pueden participar tanto en vias de transduccién de sefales,
interactuando con el citoesqueleto y modulando su ensamblaje, como también
regulando la forma celular y la migracién [21]. Actualmente se han caracterizado 18
cadenas o y 8 cadenas B en vertebrados, las cuales ademas presentan isoformas
generadas por procesamiento alternativo de su mRNA [5].

La union de las integrinas a sus ligandos es dependiente de cationes divalentes
(Ca*® 6 Mg* dependiendo de la integrina). Para ello, la cadena o presenta tres o cuatro
dominios de unidn a estos cationes en su extremo extracelular. El tipo de cation puede
influir tanto en la afinidad, como en la especificidad de la unién de la integrina a su
ligando. Los dominios N-terminales de las cadenas a y B se asocian para formar la
region extracelular de la integrina, que contiene el sitio de union al ligando [21].

A pesar del alto numero de heterodimeros off distintos que potencialmente
podrian formarse, las células mantienen un repertorio limitado. Sélo se conocen poco
mas de veinte heterodimeros [22].

La cadena B1, que forma dimeros con varias cadenas a, se encuentra en casi
todas las células de vertebrados. La integrina o581, por ejemplo, es un receptor de
fibronectina. La a6B1 es un receptor de laminina en varios tipos celulares. La cadena
B2, por el contrario, sélo se expresa en la superficie de leucocitos y forma dimeros con
un numero menor de cadenas a. Las integrinas mencionadas median principalmente
interacciones de tipo célula-célula mas que célula-MEC, uniendo ligandos ubicados en
otras células, por ejemplo moléculas de adhesién como ICAM. La cadena 3 forma
dimeros con aV y se localizan en una variedad de tipos celulares, uniéndose a varias
proteinas de MEC, por ejemplo fibrindgeno, vitronectina, etc. La cadena B4 sdlo se
asocia con la cadena o6 y se expresa solo en células epiteliales, actuando como
receptor de laminina [33]. La cadena B4 presenta algunas diferencias respecto a las
demas cadenas [3. Estas diferencias seran vistas mas adelante.

La especificidad de union del dominio extracelular al ligando, esta determinada
por la conformacion adoptada, de manera individual, de las cadenas a y B que

componen el heterodimero. Sin embargo, el microambiente celular también esta
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involucrado en modular la actividad de unién, y es regulada mediante sefales
bidireccionales [20]. Por ejemplo, un mismo cDNA transfectado en dos lineas celulares
distintas, puede dar como resultado, distintas actividades de union de la integrina [5].

Por el dominio intracelular, las integrinas se asocian con componentes del
citoesqueleto a través de la cadena . La mayoria de las integrinas se asocian con
actina, excepto la a6p4 que se une a filamentos intermedios de citoqueratinas. Esta
unién al citoesqueleto, en el caso de las integrinas que se unen a actina, es a través de
proteinas adaptadoras como vinculina y talina. En el caso de a6p4, son las proteinas
BP180, BP230 y plectina las que unen la integrina a la citoqueratina. BP230 y plectina
son proteinas citoplasmaticas del tipo plaquina, cuyo extremo carboxilo tiene dominios
de union a filamentos intermedios. Estas proteinas intermediarias ademas median la
sefalizacion desde la integrina hacia el interior de la célula [20].

Cuando las integrinas se unen al ligando por el dominio extracelular, cambian
su conformacion y pasan de un estado de baja afinidad, a otro activo de alta afinidad.
En este estado activo, se unen al citoesqueleto y desencadenan una sefial que induce
la reorganizacion del citoesqueleto y la agrupacion de integrinas en el sitio de union. Se
forman asi agregados que aumentan la avidez por la unién [21, 57], es decir, se
acrecienta la unién a la MEC y la organizacion del citoesqueleto, en un sistema de
retroalimentacion positiva [20].

Después de que las integrinas se unen a sus ligandos extracelulares, o hacen
con el citoesqueleto, a través de proteinas intermediarias. Asi, se forma un complejo de
sefalizacién, de donde se generan sefiales que regulan la organizacion del
citoesqueleto, a través de la actividad de proteinas quinasas, receptores de factores de

crecimiento y canales ionicos.

5. Integrina o634

Subunidad a6. La integrina a6 presenta dos isoformas, la a6A y a6B, cuyos
mRNA son generados por procesamiento alternativo. Estos mRNA originan
precursores peptidicos de ~150 kDa cada uno, que luego, mediante una modificacién
post-traduccional, generaran una cadena pesada de 120 kDa unida por un puente
disulfuro a una cadena liviana de 31 6 30 kDa [12, 56]. Se ha demostrado que este

corte proteolitico, producido probablemente por furina, una serina proteasa, es esencial
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para la transduccién correcta de sefiales bidireccionales, pero no para la unién al
ligando [12].

La cadena pesada de a6 contiene 875 aminoacidos y se ubica en la region
extracelular. La cadena liviana contiene 170 aminoacidos y comprende una region
extracelular, el dominio transmembrana y el citoplasmatico [11]. Este ultimo puede
tener 36 aminoacidos si es la isoforma a6A 6 54 si es la isoforma a6B [25].

Las isoformas aBA y a6B presentan distintos patrones de distribucion en los
tejidos humanos. Mientras que la mayoria de los tejidos expresan sélo una de ellas, la
mayoria de los epitelios, incluyendo el de las glandulas salivales (acinos y conductos),
expresan las dos isoformas [5, 25]. Cuando cualquiera de estas dos isoformas se une
con B4 no hay diferencias de especificidad hacia el ligando [40].

Subunidad 4. La integrina p4 es una proteina de ~205 kDa. Tiene un dominio
extracelular de 710 aminoacidos, un dominio transmembrana de 23 aminoacidos y un
dominio citoplasmatico, excepcionalmente largo, de 1089 aminoacidos [56] que difiere
bastante de las otras integrinas B, las que tienen un dominio citoplasmatico de
alrededor de 50 aminoacidos. En su dominio citoplasmatico tiene dos pares de
repeticiones tipo fibronectina Ill (FNIII), ambos separadas por un segmento conector
[30].

Se ha demostrado procesamiento alternativo del mMRNA de B4. Segun el tejido,
se pueden encontrar hasta cuatro isoformas: la predominante B4A, y tres isoformas de
menor presencia, la 4B, B4C y pB4D producidas por el procesamiento alternativo,
cuyos pesos moleculares van desde los 195 a 201kDa. Sin embargo, no se han
encontrado diferencias funcionales entre estas isoformas [5]. Se ha encontrado una
quinta isoforma, la B4E, de tan sélo 107 kDa, que carece de las cuatro repeticiones de
FNIIl y del segmento conector. Esta isoforma se encuentra en niveles muy bajos, a
veces dificilmente detectables [58].

Heterodimero a6p4. La integrina a6, para formar un heterodimero, se puede
unir tanto a B1 como a B4. Mientras que todas las células adherentes de vertebrados
expresan 1, la expresion de B4 esta restringida a células de origen ectodermal. En
células donde se expresa tanto a6, 1y p4, el heterodimero predominante es a6p4 [5,
13, 38, 39, 50, 54].



En cuanto a la localizacion subcelular de esta integrina, si bien hay excepciones
en las que se observa localizada de manera basolateral [39], en general la distribucion
de a6p4 es altamente polarizada concentrandose en la membrana plasmatica basal de
la célula epitelial [5]. Esto concuerda con el hecho de que su ligando especifico es
laminina [33]. Se puede unir a lamininas del tipo 1, 2, 4, y 5 [38, 40], no obstante, es
s6lo la unién a LM5, su ligando de mayor afinidad en condiciones normales, la que
permite la formacion del hemidesmosoma [10, 20].

Los hemidesmosomas son estructuras presentes en la mayoria de los epitelios
y que conectan la célula con la LB. Juegan un papel importante en el establecimiento y
mantencion de la adhesion célula-LB, pero ademas estan implicados en la sefializacion
entre la MEC y la célula (Figura 2). La conexién entre la célula y la MEC se lleva a
cabo por la interaccion citoesqueleto-integrina-LB [50]. Es acd donde toma importancia
el dominio citoplasmatico de B4, el cual, por su excepcional longitud podria exhibir una
interaccion singular con el citoesqueleto. Se ha visto que cuando la integrina 4 tiene
completamente truncado su dominio citoplasmatico, puede unirse a LM5, pero no
podra formar hemidesmosomas. Esto trae como consecuencia, la disociacién de la
célula epitelial con la LB [53].

Se han descrito dos tipos de hemidesmosomas, los del tipo |, que implica la
interaccion de a6p4 — plectina — BP180 — BP230, y los del tipo Il, que sélo incluye a
a6p4 y plectina [30]. Ambos pueden unirse a filamentos intermedios a través de las
proteinas tipo plaquina (plectina y BP230) [30, 51].

Cuando la integrina a6p4 se une a LM5, se activa una tirosina quinasa asociada
a integrina, que fosforila 4 en las tirosinas 1440 y 1526 ubicadas rio arriba del dominio
conector, en el dominio citoplasmatico [10]. Este evento es seguido por un
reclutamiento de las moléculas adaptadoras Shc y Grb2, las que luego enlazan a la
integrina con las vias de sefializacion de Ras [19]. Después de esta interaccién, la
integrina se incorpora al sitio del hemidesmosoma y se une a plectina. Esta unién haria
cambiar la conformacién del dominio citoplasmatico de B4 favoreciendo su union a
BP180. Asi se forma un complejo terciario que sirve de plataforma para la unién de

BP230, formado un complejo cuaternario que se une a citoqueratina. La interaccion de



estos cuatro elementos con los filamentos de citoqueratina organiza el
hemidesmosoma tipo | [6, 26, 30, 51].

Se ha encontrado que el dominio rio arriba del segmento conector, es decir,
dominios FNIIl -l 'y -1V, incluyendo el segmento conector, no son fundamentales
para la formacion del hemidesmosoma. En mutantes en que se ha delecionado este
segmento, B4 conserva la funcion de adhesion epidérmica manteniéndose la estructura
de hemidesmosoma. Este dominio activa las vias necesarias para la proliferacién y
resistencia a apoptosis inducida por estrés [41].

El desensamblaje de los hemidesmosomas también ha sido relacionado con la
fosforilaciones de (14, y estas son dependientes del receptor de factor de crecimiento
epidérmico (EGFR). Cuando hay estimulacién por EGF, hay fosforilacién de 4 en los
residuos de serina 1356, 1360, y 1364 [37] ubicados en el segmento conector, algunas
de las cuales son producidas por PKC-a [49]. Este evento no es seguido por el
reclutamiento de Shc o por el aumento en el ensamblaje de hemidesmosomas. Al
contrario, este estimulo induce el desensamblaje del hemidesmosoma [34], y al mismo
tiempo induce la activacion de senales que inducen proliferacion y migracion [41]. a6p4
estaria asociada a dos quinasas, una activada por EGF y otra por la unién a la MEC
[35]. Se encontré que EGFR activa a 4 via Fyn, una proteina quinasa de la familia
Src. Esta enzima fosforila el dominio citoplasmatico de 4 y provoca el desensamblaje
del hemidesmosoma [37]. Este desensamblaje ocurre en condiciones fisiolégicas, pero
también cuando la célula esta sometida a estrés, como ocurriria en las células acinares
de las GS de los pacientes SS.

Otro hecho de interés es que los dominios citoplasmaticos de B4 son regulados
por protedlisis. Se ha demostrado que el dominio citoplasmatico de B4 puede ser
procesado por calpaina (isoformas | y IlI) en dos sitios de corte, generando péptidos de
~165 6 ~130 kDa [18, 46] (Figura 4). Este procesamiento se ha relacionado con un alto
remodelamiento del citoesqueleto. Por ejemplo, en células epiteliales de piel, se
presenta una gran cantidad de moléculas de B4 procesadas, mientras que en células
de cornea el procesamiento de B4 es restringido. Este procesamiento facilitaria un
recambio dinamico de conexiones celulares dependientes de 4 [18]. En lineas de

células tumorales se ha encontrado protedlisis en la region extracelular de 4, por la
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accién de MMP-7. De esta manera, se produce un fragmento de ~90 kDa. Este evento

se asociaria con la invasividad de las células tumorales [60].

BP180

Plgcfc__l_na S BP230

- s | ~— .
\/

1

Posibles sitios de Posible sitio de
corte para producto corte para producto
de 130kDa de 165kDa

Figura 4. Sitios putativos de corte en el dominio citoplasmatico de 4 por calpaina
(S.C.: Segmento Conector)

Células tumorales de glandula mamaria cultivadas en sistema 3D, presentan
una sobreexpresién de la integrina a6p4 acompafada de una secrecion autocrina
aumentada de LM5. Se demostré que al establecerse la union entre esta integrina y la
LM5, se activo la cascada de sefales dependientes de anclaje induciendo la activacion
de las Rho GTPasa y Rac1. Esta enzima activa NFkB, que en este sistema actua como
un factor antiapoptético [63]. De esta manera, estas células sobreviven en condiciones
donde LM5 mantendria activo al sistema de sefiales antiapoptéticas a través de a6p4.
Si extrapolamos estos resultados a la sobreexpresiéon de LM5 encontrada en las
glandulas salivales de los pacientes SS, podriamos especular que ésta se produciria
como un mecanismo de rescate a la muerte por anoikis de las células acinares. De ser
asi, se esperaria que ocurriera una sobreexpresion de a6p4 y/o una redistribucion de la
integrina que permitirian aumentar los sitios de anclajes de las células acinares a su
LB.
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En esta tesis se verifico la siguiente Hipétesis:

“‘En glandulas salivales de pacientes con sindrome de Sjégren, la pérdida de
adhesion de células acinares a su lamina basal y la sobreexpresion de laminina-5 se
acompanan de una sobreexpresion y/o una redistribucion de la integrina a6p4”

En consecuencia, los cambios en el comportamiento de la integrina a6p4
podrian corresponder a un mecanismo de rescate a la muerte de las células acinares

por anoikis.

Objetivo General
Estudiar los niveles de mRNA vy proteinas de las subunidades de la integrina
ab6p4 y su distribucion en la superficie de células acinares de glandulas salivales de

pacientes con SS.

Objetivos especificos

Para verificar la hipotesis se llevaron a cabo los siguientes objetivos

especificos:

1. Determinar los niveles de mRNA y de proteinas de las integrinas a6 y 4 en
glandulas salivales de pacientes con sindrome de Sjdégren y compararlos
con los resultados obtenidos de individuos controles.

2. Analizar la localizacion de la integrina a6p4 y laminina en la membrana
plasmatica de células acinares de glandulas salivales de pacientes con

sindrome de Sjogren.
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MATERIALES Y METODOS

1. Reactivos
Producto

Anticuerpo anti-a.6

Anticuerpo anti-p4
Anticuerpo anti-aV
Anticuerpo anti-1
Anticuerpo anti-B-actina

Anticuerpo anti-conejo

Anticuerpo anti-ratén

Desoxinucleotidos
Kit de extraccion de RNA RNeasy

Membrana de Nitrocelulosa

Proteina A—sefarosa

Reactivo de Bradford

Reactivo de
Electroquimioluminiscencia

RNasaOut
SuperScript Il
Tag-DNA polimerasa

2. Obtencion de la muestra

Para hacer los analisis, se trabajo con glandulas salivales labiales de pacientes

Informacién adicional y procedencia

Santa Cruz Biotechnology, Inc (Santa
Cruz, CA, EEUU)
Santa Cruz Biotechnology, Inc (Santa
Cruz, CA, EEUU)

BD Biosciences (San Jose, CA, EEUU)

Santa Cruz Biotechnology, Inc (Santa
Cruz, CA, EEUU)

MP Biomedicals (Irving, CA, EEUU)

Jackson ImmunoResearch Laboratories,
Inc. (West Grove, PA, EEUU)
Jackson ImmunoResearch Laboratories,
Inc. (West Grove, PA, EEUU)

Promega (Madison, WI, EEUU)

Qiagen (Stanford, CA, EEUU)

BioRad, tamafo de poro 0,45um (Kobe,
Japon)

Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EEUU)
Biorad (Hercules, CA, EEUU)

Supersignal West Pico, Pierce (Rockford,
IL, EEUU)

Invitrogen (Brasil)
Invitrogen (Brasil)

BioTools (Espana)

con sindrome de Sjogren de individuos controles.

2.1 Seleccion de pacientes

Se seleccionaron 12 pacientes con sindrome de Sjogren primario,
diagnosticados de acuerdo al criterio de consenso Americano/Europeo del afio 2002
[59]. Este criterio considera seis categorias: |. Sintomas oculares, que son la

manifestacién subjetiva de la sequedad ocular. Il. Sintomas orales, que corresponden a
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la sensacion de sequedad bucal. lll. Signos oculares, que son la evidencia objetiva de
compromiso ocular. IV. Compromiso de glandulas salivales, que es la evidencia
objetiva de compromiso salival. V. Caracteristicas histopatolégicas, que determinan el
nimero de focos de infiltrado linfocitario en glandulas salivales menores (=21/4mm? de
tejido glandular). VI. Deteccién de autoanticuerpos, que determina la presencia de
anticuerpos anti Ro/SSA y/o anti La/SSB.

El diagnéstico definitivo de SS se establece cuando hay hallazgo positivo de 4
de los 6 parametros anteriores, siempre y cuando la biopsia (V) o la serologia (VI) sean
positivas. También puede establecerse el diagndstico cuando existen 3 de 4 de los
parametros objetivos de compromiso glandular (lll, IV, V, y VI).

El grupo control estuvo formado por 8 individuos, cuyas biopsias estaban dentro
de limites histoldgicos normales, infiltrado linfocitario ausente o leve y con parénquima
glandular bien conservado y sin signos clinicos de SS. Los datos demograficos de
pacientes y de individuos controles estan incluidos en la Tabla 1.

Las biopsias se obtuvieron luego del consentimiento informado de los
pacientes, y la metodologia empleada en este trabajo esta aprobada por el Comité de

Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

Tabla 1. Datos demograficos de los grupos

n Edad promedio
Grupos i .
(género) (rango) en anos
8
Controles 54,3+12,4 (30 - 70)
(7TM, 1H)
_ 12
Pacientes 49,3 +12,9 (38 — 68)
(11M, 1H)

M = Mujeres, H = Hombres, n=numero de individuos

2.2 Obtencion de glandulas salivales labiales (GSLs)

Las GSLs se obtuvieron removiéndolas bajo el efecto de anestesia local,
realizando una incision de 1,5 a 2 cm de longitud en la cara interna del labio inferior,
paralela al borde bermelldn y lateral a la linea media. La incision fue suturada con seda

3-0 y removida al cabo de 7-10 dias. Las glandulas se congelaron inmediatamente en

14



nitrogeno liquido y luego fueron almacenadas a -80°C hasta el momento de la

extraccién de RNA total o proteinas.

3. Determinacion de la expresion génica por RT-PCR semicuantitativo
Para determinar y comparar los niveles de expresién de los genes en estudio,
se empled la técnica de RT-PCR semicuantitativo. El cDNA se obtuvo por transcripcion

reversa de una muestra de RNA total y luego se amplificé por PCR.

3.1 Extraccién de RNA total

La extraccién de RNA total se realizé6 empleando el método de extraccion por
afinidad en columnas de silica-gel RNeasy, de acuerdo a las instrucciones
recomendadas por el fabricante.

La concentracion y pureza del RNA se establecid6 determinando las
absorbancias a 260 y 280 nm, utilizando una dilucién 1:200, en un espectrofotometro
de doble haz y calculando la relacion 260/280. Sélo se emplearon muestras de RNA
total que presentaron una relacién de absorbancia 260/280 de 1,8 a 2,0. La
concentracién del RNA se determin6é usando la absorbancia a 260 nm aplicando la
regla de conversion convencional [36], donde:

[RNA] ng/mL = 200 x (Absorbancia 260 nm) x 40

3.2 Electroforesis de RNA en geles de agarosa-formaldehido

Esta técnica se realizé con el propdsito de verificar la calidad del RNA extraido
y descartar aquellas preparaciones que presentaran degradacién y contaminacién con
DNA gendmico.

El gel se prepard a partir de una solucion que contenia agarosa 1% (p/v) y
formaldehido 8% (v/v) en tampén MOPS (MOPS 0,2 M; acetato de sodio 0,05 M; EDTA
1 mM; pH 8,0). Las muestras se prepararon con 1 ug de RNA total y el volumen
necesario de tampén de carga para RNA 6X (azul de bromofenol 0,04% p/v; xileno
cianol 0,04% p/v; formaldehido 6% v/v; formamida 40% v/v; glicerol 3% v/v; bromuro de
etidio 0,1%; en tampdén MOPS; pH 8,0) necesario para completar 8 uL. Las muestras
fueron incubadas durante 5 minutos a 72°C en bafio termorregulado y se enfriaron

rapidamente introduciéndolas en hielo. Luego se procedié a hacer la separacion
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electroforética a 75 V durante 45 minutos, con tampon MOPS 1X como tampén de
corrida.

Todas las soluciones y materiales utilizados fueron tratados con dietil-
pirocarbonato (DEPC) para inactivar las ribonucleasas. Los geles fueron fotografiados

sobre un transiluminador UV-B.

3.3 Sintesis de cDNA

El cDNA se sintetizé a partir de las muestras de RNA total, utilizando la enzima
transcriptasa reversa SuperScript Il. La mezcla de reaccién se preparé con 1 ulL de
RNasaOut (40 U/uL), 0,5 uL de partidores oligo (dT), 0,5 uL de partidores al azar, 1 ug
de RNA total y agua destilada hasta completar un volumen final de 12 uL. Esta mezcla
se incub6é a 70°C durante 10 minutos y luego fue enfriada rapidamente en hielo.
Seguidamente se agregé 4 uL de tampon 5X (Tris-HCI 250 mM; pH 8,3; KCI 375 mM;
MgCl; 15 mM); 2 uL de DTT (0,1 M) y 1 uL de dNTP (0,01 M); se mezclé muy
suavemente y se llevé a 42°C por 2 minutos. Se agregd 1 uL de enzima SuperScript |l
(200 U/uL), mezclando muy suavemente por pipeteo y se incubd a 42°C durante 60
minutos. Luego la reaccién se inactivé calentando a 70°C durante 15 minutos.

Del producto de esta reaccion de transcripcion, se utilizé 1 uL para estandarizar

las condiciones de los PCR.

3.4 Partidores especificos
Para las reacciones de PCR, se utilizaron los partidores especificos para o6 y
B4 descritos anteriormente en la literatura [8]. Sus secuencias, mas las de los

partidores de GADPH disefiados en el laboratorio, se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Secuencia de partidores especificos usados para la reaccion de PCR
Tamafno del
Amplicén

Gen Secuencia del partidor

Sentido 5- CTAACG GAG TCT CACAACTC -3
Integrina o 817y 701 pb
Antisentido | 5- ACT CTG AAATCA GTC CTC AG -3

Sentido 5- CGG ATG CTG CTT ATT GAG AAC -3’

Integrina B+ "Antisenti | 5- GAG GGT GGA GGA TGT GCT 413 pb
do TAG -3’
. 5- ACT ACA CGA ACA ACA GCC -
Sentido 3
GAPDH  Fantisenti | 5- TCT TGT TGT CTC CTC GTC - 600 pb
do 3’
3.5 PCR

La reaccion de PCR se realizé con 0,05 U/mL de Tag-DNA polimerasa, 0,2 mM
de dNTP, MgCl, 2 mM, 1 uL de templado, 2,5 uL de tampdn de reaccion 10X (Tris-
HCI 75 mM; pH 9; KCI 50 mM; (NH4),SO, 20 mM)) y agua para PCR libre de
DNasas/RNasas, en cantidad necesaria para completar un volumen final de 25 plL.
Para ambos mRNA en estudio, tal como aparece descrito en la literatura [8], se
emplearon ciclos de 30 segundos de desnaturacion a 94°C, 90 segundos de
apareamiento a 60°C, 90 segundos a 72°C para la reaccion de polimerizaciéon y para la
extensién final 5 minutos a 72°C. Se optimizé la concentracién de los partidores y el
numero de ciclos para cada par de partidores a utilizar. Para GADPH se utilizd el
protocolo descrito anteriormente en este laboratorio, que consiste en 25 ciclos de 90
segundos de desnaturacion a 94°C, 120 segundos de apareamiento a 50°C, 180
segundos de polimerizacion a 72°C y una extension final de 5 minutos a 72°C. Se
realizaron controles negativos para verificar probable contaminacién de los reactivos,
donde se incubaron todos los componentes excepto el cDNA, que fue reemplazado por
1 uL de agua libre de DNasas/RNasas. También se controlé la contaminacién con DNA

genomico realizando PCR del RNA total.
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3.5.1 Optimizacion de la reaccion de PCR

Se estandarizaron las condiciones de reaccién para que la amplificacion fuera
proporcional a la cantidad de mRNA especifico presente en cada muestra. Para lograr
este propdsito, primero se determind el punto de inflexion en la curva de amplificacién
(numero de ciclos versus cantidad de producto formado). Considerando este niumero
de ciclos, se realizd una curva de saturacién por sustrato con distintas diluciones de
cDNA, vy en ella se eligieron tres diluciones que estuvieran dentro del rango lineal de

esta curva.

El cDNA se prepard a partir de 1 ug de RNA total y se diluy6é desde 1:1 hasta
1:1000. Asi una dilucion 1:10 cDNA corresponde a la cantidad cDNA que se obtiene de
100 ng de RNA total.

Los resultados de la determinacion de las condiciones para las reacciones de

PCR para integrina a6 y 4 se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Condigipnes ara la reaccion de PCR
Gen pfrﬁggf?s:cgl(/):u N® Ciclos RNA (ng)
06 10 30 1005380 y
p4 10 28 1005,5 g(c))o y
GADPH 10 25 1005380 y

Condiciones para la reaccion de PCR determinadas experimentalmente.

3.5.2 Deteccion y andlisis de los productos de amplificacion

Se prepararon geles de agarosa al 1,5% en presencia 0,1 ug/uL de bromuro de
etidio en tampén TAE (Tris-HCI 0,04 M; acido acético 0,04 M; EDTA 2 mM; pH 8,0). Se
cargaron alicuotas de 5 uL de cada una de las reacciones de PCR preparadas con las
diluciones determinadas a partir de la curva de saturacion por sustrato. También se
cargo el amplificado del gen de GAPDH como control. Todos los geles se hicieron en
duplicados. Luego, los geles fueron fotografiados sobre un transiluminador UV-B, y la
cantidad de producto formado se midi6 por intensidad de fluorescencia emitida, que fue

determinada densitométricamente. Para cada gen en estudio, los valores de intensidad
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de fluorescencia se normalizaron respecto a la intensidad de fluorescencia emitida por
GAPDH.

4. Extraccion de proteinas

Las GSLs se homogeneizaron en tampoén de extracciéon RIPA (Tris-HCI 50 mM;
Triton X-100 1%; NaCl 150 mM; SDS 0,1%; EGTA 10 mM y desoxilato de sodio 8%; pH
7,4), en una relacion 1:5 (p/v) a 4°C, en un mortero con N, liquido. Este
homogeneizado se sometié a 3 ciclos de congelamiento/descongelamiento durante 5
minutos en cada estado. Luego se continué la homogeneizacién en mortero vidrio-
vidrio, para finalmente centrifugar a 13.000 x g durante 5 minutos a 4°C. El
sobrenadante se guardd a -80°C. Todo el procedimiento se realizé en presencia
continua de una mezcla de inhibidores de proteasas y fosfatasas (PMSF 4 mM;
benzamidina 61,8 uM; leupeptina 10 uM; antipaina 2,82 uM; NaVO, 1 mM; NaF 2 mM y

B-glicerofosfato 1 mM).

5. Cuantificacion de proteinas

Se empled el método de cuantificacion de proteinas descrito por Bradford [7] en
el cual se incuban 50 pL de extracto total de proteinas con 200 uL de reactivo de
Bradford (azul de Coomasie G-250) y 750uL de solucion de dilucion (NaCl 0,15 M),
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se midi6 la absorbancia a 595 nm.
Para la curva de calibracion se us6 albumina de suero bovino. Cada muestra se midio

por triplicado.

6. Analisis de las proteinas por inmunoquimica

Para resolver las proteinas de las muestras se utilizé electroforesis SDS-PAGE
7% en condiciones reductoras para el andlisis de la integrina B4 y 9% en condiciones
no reductoras para analisis de la integrina a6. Luego las proteinas fueron identificadas

por inmunoquimica.
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6.1 Preparacion de la muestra

Las muestras en condiciones reductoras fueron diluidas en relacion 1:1 con
tampén de carga 2X (Tris-HCI 0,06 M; SDS 2% (p/v); glicerol 14% (v/v); azul de
bromofenol 5%; B-mercaptoetanol 0,02%; pH 6,8). Posteriormente, las muestras fueron
calentadas a 100°C durante 3 minutos. En el caso de condiciones no reductoras, las
muestras fueron diluidas en relacion 1:1 en tampdén de carga 5X, pero sin f3-

mercaptoetanol y sin calentamiento.

6.2 Separacion electroforética de proteinas

Se depositaron alicuotas de 15 pg dentro de los bolsillos del gel de
concentracion y se cubrieron con tampén de corrida (Tris 0,025 M; glicina 1,44% (p/v);
SDS 0,1% (p/v); pH 8,3). La separacién electroforética se inicié con la aplicacion de 10
mAh de corriente continua hasta que el azul de bromofenol alcanzé el gel de
separacion. Luego se aplico una corriente de 20 mAh durante aproximadamente 150

minutos hasta que la muestra llegé al final del gel separador.

6.3 Western blot

Las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa, empleando
tampon de transferencia (Tris-HCI 20 mM; glicina 154 mM; metanol 20% (v/v); SDS
0,05% (p/v)) y aplicando una corriente de 40 mAh, durante 15 horas a 4°C. Después de
la transferencia, las membranas fueron lavadas en agua y tefiidas con solucién de Rojo
Ponceau al 5% para controlar la eficiencia de la transferencia. Luego las membranas
se lavaron en tampén de TBS-T (Tris-HCI 10 mM; NaCl 150 mM; Tween-20 0,05%; pH
7,4) hasta retirar completamente la tincién. El tampdn de lavado también fue usado
como tampén de dilucién. Seguidamente, se bloquearon los sitios de unién
inespecificos durante 1 hora a temperatura ambiente, con solucién de bloqueo (leche
descremada disuelta en el tampoén de dilucién). Luego se hizo la incubacion con el
anticuerpo primario, y posteriormente con el anticuerpo secundario, ambos a
temperatura ambiente, los que fueron disueltos en soluciéon bloqueo o en tampdén de
dilucion (sin bloqueo) de acuerdo a la condicion requerida (Tabla 4). Después de la
incubacion con cada anticuerpo, se realizaron 6 lavados de 5 minutos cada uno, con el

mismo tampon de dilucion. El revelado se hizo por quimioluminiscencia, tanto para la
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proteina en estudio, como para la proteina de control de carga (B-actina). Se midi6
densitométricamente la intensidad de las bandas y los niveles de expresion fueron
normalizados en relacion con la expresion de B-actina. Los anticuerpos utilizados se

detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de Western blot para la identificacion de integrinas y proteinas
normalizadoras.

Solucion | Dilucion el | 1amPon d8 Dilucion de | HamPon de
Proteinas : dilucién del Tiempo de dilucién del | Tiempo de
de primer : , iy segundo , -
detectada : primer incubacion . segundo incubacion
bloqueo | anticuerpo . anticuerpo h
anticuerpo anticuerpo
a6 (NR) 10% 1:1000 D 1h 1:10000 SB 10% 1h
B4 (R) 10% 1:300 D 1h 1:10000 SB 10% 1h
B1(R) 5% 1:2500 D 1h 1:5000 SB 5% 1h
g]?g“”a 5% 1:7500 D 2h 1:5000 | SB5% h
B-actina (R) 4% 1:10000 SB4 % 45 min 1:7500 SB 4% 1h

TD: Tampon de dilucion (sin bloqueo), SB: Solucion de bloqueo, R: reducida, NR: no reducida

7. Co-Inmunoprecipitacion

A una alicuota de 500 ug de proteinas, se agrego 4 ug de anticuerpo primario y
tampdén de inmunoprecipitacion para condiciones nativas (Triton X-100 1%; NaCl 150
mM; Tris 10 mM; pH 8,0; EGTA 1 mM; EDTA 10 mM) hasta completar un volumen de
500 pL, y se incubd con agitacion constante durante 20 horas a 4°C. Luego, se agregd
100 uL de proteina A—sefarosa al 30% y se incubd con agitacion constante durante 2
horas a 4°C. Después de la incubacion, se lavdo 3 veces con el tampdén de
inmunoprecipitacion. Para esto, se centrifugd a 8.000 x g a 4°C durante 1 minuto cada
vez. El primer sobrenadante se recuperd para usarlo como control. Todo este
procedimiento se realizd en presencia continua de una mezcla de inhibidores de
proteasas y fosfatasas (PMSF 4 mM; benzamidina 61,8 uM; leupeptina 10 uM;
antipaina 2,82 uM; NavO,; 1 mM; NaF 2 mM; p-glicerofosfato 1 mM). EI
inmunoprecipitado se resuspendié en 30 puL de tampon de carga y se siguid el
protocolo para deteccion de proteinas por inmunoquimica.

Las caracteristicas de los anticuerpos utilizados se explicitan en la Tabla 5.
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8. Inmunohistoquimica

Inmediatamente después de la biopsia, las GSLs se fijaron en paraformaldehido
1% durante 6 horas a temperatura ambiente, y luego se incluyeron en parafina en una
estufa al vacio. Posteriormente fueron desparafinadas en xilol y rehidratadas en
alcoholes decrecientes en concentracion, hasta llegar a agua destilada. Luego se lavo
en PBS durante 5 minutos.

Para la recuperacion antigénica, se digiri6 con pepsina 0,4% en HCI 0,01 N
durante 15 minutos a 37°C, y luego se lavé 3 veces en PBS durante 5 minutos cada
vez. El bloqueo de sitios inespecificos se realizé con caseina 0,25% durante 30
minutos. Para la deteccion de 4 se incubd con anticuerpo primario 1:80 en PBS a 4°C
durante 22 horas, y luego se lavé 3 veces en PBS por 5 minutos cada vez. Se continué
con la incubacién del anticuerpo secundario conjugado a Alexa Fluor 48S 1:400 en
PBS durante 45 minutos a temperatura ambiente, y posteriormente se realizaron 5
lavados en PBS durante 5 minutos cada uno, y luego 2 lavados en agua destilada. El

montaje se realizé en DABCO (1,4 diazobiciclo [2,2,2] octano) y Mowiol.

Tabla 5. Caracteristicas de los anticuerpos primarios y secundarios utilizados

Anticuerpos Primarios
(BQ16), anticuerpo monoclonal (ratén) dirigido contra
la proteina de longitud completa.
(H-101), anticuerpo policlonal (conejo) dirigido contra
B4 la secuencia de aminoacidos 28—128 correspondiente
al dominio extracelular.
(21), anticuerpo monoclonal (ratén), dirigido contra la
secuencia de aminoacidos 609-722.
(4B7R), anticuerpo monoclonal (raton) dirigido contra
la proteina de longitud completa.

Ol

Oy

P+

Anti-B-actina | (C4), anticuerpo monoclonal (ratén).

Anticuerpos Secundarios

111-035-003 anticuerpo (cabra) anti-conejo, IgG
(H+L).

Anti-ratén 115-035-003 anticuerpo (cabra) anti-ratén, IgG (H+L).

Anti-conejo
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9. Anadlisis estadistico.

Considerando el tamafio de la muestra y el tipo de variable a analizar, se
compararon los resultados entre grupos de pacientes y controles usando el test de
Mann-Whitney. Los valores de p obtenidos menores a 0,05 fueron considerados
estadisticamente significativos.

La representacion se realizé utilizando el grafico de cajas. La caja muestra la
distribucion desde el percentilo 25 al 75, la linea horizontal representa la mediana, el
punto al interior de la caja indica la media, las lineas verticales muestran la desviacién
estandar y las X representan el valor maximo y minimo.

Para evaluar la significancia de la asociacion de dos variables continuas, en que
no existe normalidad de ellas, se uso el test de Spearman donde valores obtenidos que
tienden a +1 indican una correlacion fuerte y los que tienden a 0 indican correlacion
débil (valores menores a 0,4 indican correlacion débil, entre 0,4 y 0,6; moderada, y
mayores a 0,7; fuerte). Cuando el valor obtenido es negativo, indica que la correlacién

es inversamente proporcional.

23



RESULTADOS

1. Patrén electroforético del RNA total de glandulas salivales labiales humanas

Considerando el pequeno tamafo de las glandulas que se obtienen de cada
individuo, se utilizd el sistema comercial de extraccion por afinidad RNeasy de Qiagen
para la extraccion de RNA. Esta metodologia permite extraer RNA de buena calidad en
forma rapida, y libre de cualquier contaminacion con compuestos fendlicos que afectan
tanto la cuantificacion del RNA por espectrofotometria, como la actividad enzimatica de
la transcriptasa reversa. Esta técnica nos permiti6 obtener muestras con baja
contaminacion de proteina. Los valores de la razén A260/A280 fueron iguales o
mayores a 1,8, pero menores a 2,0.

La Figura 5 corresponde a un gel desnaturante de agarosa-formaldehido con
muestras de RNA total representativas de GSLs de individuos controles (C4, C,) y de
pacientes (P4, P,). Se destacan dos bandas correspondientes a los rRNA de 28S y
18S, caracteristicos por su abundancia en una fraccion de RNA total de células

eucarioticas.

C1 C2 P1 P2

Figura 5. Deteccion electroforética de RNA de

28S glandulas salivales labiales. EI RNA total fue extraido
en columnas de afinidad Qiagen como se especifico en
Materiales y Métodos. Alicuotas de 1 ug de RNA total se
sometieron a electroforesis en geles de agarosa en
188 condiciones desnaturantes. Los carriles contienen

muestras representativas de RNA total de GSLs de
sujetos controles (C1, C2) y de pacientes (P1, P2).

2. Validacion de la reaccion de RT-PCR semicuantitativa para el estudio de la
expresion de genes de integrina o634 en GSLs humanas.

Para ajustar las condiciones de la reaccion de PCR a nuestro sistema
experimental, con el objeto que la cantidad de producto formado fuera proporcional a la
cantidad de mRNA especifico presente en la muestra, fue necesario, para cada gen en
estudio, conocer el rango lineal de la curva de amplificacién versus el nimero de ciclos
y también determinar el rango lineal de la concentracion de sustrato. Ademas, cada
medicion de PCR se realizé empleando tres diluciones de cDNA proveniente de GSL

de cada individuo de la muestra.
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Los resultados de los ensayos de validacion de la reaccion de RT-PCR para
integrina a6 e integrina B4 se muestran en las Figuras 6 y 7, respectivamente.

Para la integrina a6 se detecté producto a partir de los 24 ciclos de amplificacion
y se obtuvieron dos fragmentos, uno de 817 pb y otro de 701 pb (Figura 6A), cuyos
tamarfos corresponden a los esperados y los cuales han sido descritos previamente
[25]. Antes de la saturacion, las cinéticas de formaciéon de ambos productos son
iguales, por lo tanto para la densitometria, se considerd la intensidad total emitida por
ambas senales. La curva de ciclos graficada de esta manera, presentdé una zona
exponencial entre los 26 y 34 ciclos y el punto de inflexién de esta curva se encontr6 a
los 30 ciclos (Figura 6B). El producto de amplificacion se detecté desde
concentraciones de cDNA correspondientes a 10 ng de RNA total (Figura 6C). La curva
de la densitometria de este gel mostr6 que el producto de amplificacién fue
dependiente de la cantidad de sustrato hasta los 500 ng de RNA total; el rango lineal

de amplificacién se presentd entre 66,6 y 500 ng de RNA total, Figura 6D.
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Figura 6. Determinaciéon de las condiciones de la reacciéon de PCR para la integrina a6.
(A) y (C) corresponden a geles de agarosa 1,5% (p/v) en presencia de bromuro de etidio. Cada
carril fue cargado con una alicuota de 5 uL de la reaccién de PCR, desarrolladas con ciclos de
30 segundos a 94°C, 90 segundos a 60°C y 90 segundos a 72°C. En (A) se muestra los
productos de PCR tomados a diferentes ciclos de amplificacion. En (C) se muestra la cantidad
de producto formado, a partir de distintas cantidades iniciales de sustrato. Estas reacciones de
PCR se prepararon con diluciones de cDNA correspondientes a la cantidad de RNA total inicial
que se indica en las figuras 6C y 6D. Todas las reacciones se desarrollaron a 30 ciclos. En
ambos geles se indican dos bandas de amplificacion especifica de 817 y 701pb. (B) y (D)
Densitometrias de los geles A y C, respectivamente. (M: marcador de tamafo de fragmentos de
DNA, donde la diferencia de tamafo entre cada banda corresponde a 100 pb).

Para la integrina 4 se detecto el producto de amplificacion desde los 24 ciclos y
se obtuvo un fragmento de 413 pb, Figura 7A. La curva de ciclos presenté una zona
exponencial entre los 26 y 30 ciclos, y el punto de inflexién de la curva se encontré a
los 28 ciclos (Figura 7B). El producto de amplificacion se detectd6 desde
concentraciones de cDNA correspondiente a 33,3 ng de RNA total (Figura 7C). La
curva de la densitometria de este gel mostré que el producto de amplificacion fue
dependiente de la cantidad de sustrato hasta los 500 ng de RNA, luego el rango lineal

de amplificacion se presento entre 100 y 500 ng de RNA total (Figura 7D).

26




B 70
"o 60 p
b4
X 50, .
2 40/
a
#1304 .
® 20+
o /
2 10
M 20 22 24 26 28 30 32 34 M ) e
Numero de Ciclos 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Numero de Ciclos

413 pb

Inte

D_35]

2 30+
>
_:,225"
2 201
(=8
#1151
@ 10
5 .
0{ ¥

0 20 40 60 80 100

ng de RNA total x10

413 pb

d

Intenid

M 10050 3320 10 6 3 2 10201 M
ng de RNA fotal x10

Figura 7. Determinacion de las condiciones para la reaccion de PCR para la Integrina p4. (A) y
(C) corresponden a geles de agarosa 1,5 % (p/v) en presencia de bromuro de etidio. Cada carril
fue cargado con una alicuota de 5 uL de la reaccion de PCR, desarrolladas con ciclos de 30
segundos a 94°C, 90 segundos a 60 °C y 90 segundos a 72°C. En (A) se muestran los productos
de PCR tomados a diferentes ciclos de amplificacion. En (C) se muestra la cantidad de producto
formado, a partir de distintas cantidades iniciales de sustrato. Estas reacciones de PCR se
prepararon con diluciones de cDNA correspondiente a la cantidad de RNA total inicial que se
indica en las figuras 7C y 7D. Todas las reacciones se desarrollaron a 28 ciclos. En ambos geles
se indica una banda de amplificacién especifica de 413 pb. (B) y (D) Densitometrias de los geles
Ay C, respectivamente (M: marcador de tamafo de fragmentos de DNA, donde la diferencia de
tamafio entre cada banda corresponde a 100 pb).

3. Niveles relativos de los mRNA de la integrina o6f4 en GSL de individuos
controles y de pacientes

Para determinar los niveles de expresién de los genes de a6 y B4, la cantidad de
producto amplificado por PCR se expresé en relacion a la cantidad de producto
amplificado del gen de expresion constitutiva GAPDH. Operacionalmente, los niveles
relativos de mRNA se calcularon dividiendo la intensidad de la banda del gen problema
por la intensidad de la banda del gen de GAPDH. En consecuencia los niveles relativos

de expresion corresponden a fracciones sin magnitud asociada.
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Los niveles relativos de mRNA para o6 se encontraron en el rango de 2,3 a 38,4
en el grupo control, con un promedio de 14,14 + 11,6 y en un rango de 0,4 a 31,8 con
un promedio de 10,7 + 10,1 en el grupo de pacientes, Figura 8A y 8B. El analisis
estadistico realizado a la muestra, indicé que no existe diferencia significativa en los

niveles de expresién observado en pacientes SS respecto a controles, p = 0,49.

A
Integrina o6 Mp Ci 9> C2 > C3 <> Cs <> Cs 4> G <> Cr <> Cs <«
817 pb
701 pb
GADPH
600 pb
r-—-‘_-—-_"_"‘--
Concentracion de
¢DNA por individuo
B
; M Pir <> P2 9> P3 < Ps 9> Ps <ab> Ps b Pr <> P < Ps b P <
Integrina o
817pb s P ey iy e
701 pb —
GADPH =
600 pb —fam
b—
Concentracion de
cDNA por individuo
C Figura 8. Niveles relativos de mRNA de integrina
50 06 en GSL de individuos controles y pacientes.
1 p=049 (A) y (B) muestran las reacciones de PCR
c realizadas con diluciones de cDNA correspondiente
£Q 40 a 500, 300 y 100 ng de RNA total, (C=controles,
o2 P=pacientes SS). Las reacciones paraoab se
c 5 301 realizaron durante 31 ciclos de amplificacion, con 30
:% 2 segundos a 94°C, 90 segundos a 60°C, y 90
95’_ g 201 segundos a 72°C. Para la GAPDH se desarrollaron
X reacciones de 25 ciclos con 90 segundos a 94°C, 2
101 minutosa 50 °C y 3 minutos a 72°C. Los geles de
T — agarosa se prepararon con dos corridas de bolsillos
0 ' T y se cargaron con alicuotas de 5 ulL de las
Controles Pacientes reacciones de a6 en la parte superior y de GAPDH

en la parte inferior del gel. (C) muestra el grafico de los niveles de expresion relativa de o6 en individuos controles y
pacientes. Los resultados estan expresados como la razén obtenida entre los productos de la reaccion de PCR
para a6 versus los productos para GAPDH. Las diferencias entre controles y pacientes no fueron estadisticamente
significativas segun el test no paramétrico de Mann-Whitney (p = 0,49).
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Los niveles relativos de mRNA para 34 se encontraron en el rango de 2,0 a 5,8
en el grupo control, con un promedio de 3,62 + 1,62 y en un rango de 0,2 a 7,7 con un
promedio de 3,30 £ 1,98 en el grupo de pacientes (Figura 9A y 9B). El analisis
estadistico realizado a la muestra, indicé que no existe diferencia significativa en los
niveles de expresion observados en pacientes SS en comparaciéon a controles,
p=0,71.
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Figura 9. Niveles relativos de mRNA de integrina 4 en GSL de
individuos controles y pacientes. (A) y (B) muestran las
-+ reacciones de PCR realizadas con diluciones de cDNA
correspondiente a 500, 300 y 100 ng de RNA total, (C=controles,
T P=pacientes SS). Las reacciones para 4 se realizaron durante 28

o

p=071

®
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ciclos de amplificacién, con 30 segundos a 94°C, 90 segundos a
60°C, y 90 segundos a 72°C. Para la GAPDH se desarrollaron
reacciones de 25 ciclos con 90 segundos a 94°C, 2 minutos a 50 °C
y 3 minutos a 72°C. Los geles de agarosa se prepararon con dos
L corridas de bolsillos y se cargaron con alicuotas de 5 uL de las
reacciones de 4 en la parte superior y de GAPDH en la parte
0 : - inferior del gel. (C) muestra el grafico de los niveles de expresion

Controles Pacientes relativa de B4 individuos controles y pacientes. Los resultados
estan expresados como la razén obtenida entre los productos de la
reaccion de PCR para 34 versus los productos para GAPDH. Las diferencias entre controles y pacientes no fueron
estadisticamente significativas segun el test no paramétrico de Mann-Whitney (p = 0,71).
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4. Niveles relativos de las proteinas a6 y 4 en GSL de individuos controles y de
pacientes

Para determinar la expresion proteica de las integrinas a6 y B4, se realizd
inmunodeteccion por Western blot a partir de extracto de proteinas de glandula
completa. Los niveles de proteina se expresaron en magnitudes relativas, dividiendo
los valores densitométricos de la sefal de integrina por los de la proteina B-actina (~47

kDa), usada como control de carga.

4.1 Niveles relativos de proteinas de la integrina a6.

La deteccion de la integrina a6 se realizé bajo condiciones no reductoras, con el
proposito de conservar el puente disulfuro que mantiene su estructura, y asi conservar
los sitios antigénicos reconocidos por el anticuerpo que esta dirigido contra la proteina
de longitud completa. En estas condiciones se detecté una banda con un peso
aparente de 133 kDa que corresponde al esperado para esta integrina (Figura 10A).

Los niveles relativos de integrina a6, en el grupo control, se encontraron dentro
del rango de 0,19 a 1,55 con un promedio de 0,67 + 0,57, mientras que en el grupo de
pacientes SS, el rango fue de 0,06 a 5,97 con un promedio de 2,56 + 3,97. El analisis
estadistico realizado a la muestra indicé que no existe diferencia significativa entre

ambos grupos, con un valor de p = 0,2 (Figura 10B).
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A Controles Pacientes

kDa C1 C2 C3C4C5C6 C7rC8 P1 P2 P3P4 P5P6 P7 P8 P9 P10P11P12

Integrina a6 133 — ‘ ; L
p-actina 47—, - — - i D DS —-—-—-—
B Figura 10. Deteccion y cuantificacion
184 proteica de la integrina a6. (A) El analisis

16+ p=02 de proteinas mediante Western blot se
144 ’ o realizd utilizando alicuotas de 15 pg del
124 extracto total de proteina de GSL.
10 Previamente estas proteinas fueron
resueltas en electroforesis en condiciones
desnaturantes y no reductoras. Los carriles
indicados con C corresponden a los
4 individuos controles y con P a pacientes
2 : SS. Se indica la banda de 133 kDa
0 7 . correspondiente a la integrina o6, y con 47
Controles Pacientes kDa, la banda de B-actina, empleada como
control de carga. (B) Analisis
densitométrico de la banda de 06 normalizada contra B-actina. La evaluacion estadistica no
mostré diferencias en los niveles relativos de la integrina a6, segun el test no paramétrico de
Mann-Whitney (p = 0,2).

Cantidad relativa de integrina o6
oo

El analisis estadistico no mostré diferencias significativas entre ambos grupos,
no obstante las diferencias en la expresion de esta integrina muestra en el grupo de
pacientes dos tipos de sefiales, con altos y bajos niveles de expresion. Mientras que en
los controles, todas las sefiales fueron de una intensidad homogénea, en pacientes se
ve un grupo que presenta un patrén similiar a controles (carriles P2, P3, P5, P6, P7,
P10 y P11, Grupo P1), y otro que presenta una sefal notoriamente mas intensa
(carriles P1, P4, P8, P9y P12, Grupo P2).

Al hacer el analisis estadistico por separado de ambos grupos de expresién
diferencial y compararlos con el grupo control, el grupo P1 mantuvo su falta de
significancia respecto al grupo control con un valor p = 0,296, mientras que en el grupo
P2 fue evidente la diferencia significativa respecto a controles, con un valor p = 0,014
(Figuras 11Ay 11B).
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Figura 11. Comparacion densitométrica de los niveles relativos de la integrina a6 entre
pacientes SS con bandas de diferente intensidad. (A) Densitometria grupo P1
(carriles 2, 3, 6, 7, 10 y 11), cuyo analisis estadistico no mostré diferencias significativas
(p =0 ,296). (B) Densitometria grupo P2 (carriles 1, 4, 8, 9 y 12), cuyo analisis estadistico si
arrojo diferencias significativas (p = 0,014).

4.2 Niveles relativos de proteinas de la integrina 4.

En el Western blot para la integrina 4 realizado bajo condiciones reductoras,
se detectaron tres bandas, con masas moleculares aparentes de 200, 172 y 145 kDa
(Figura 12A). La de mayor masa molecular, 200 kDa, es la descrita para la integrina 4.
Como se menciond en los antecedentes, esta integrina puede sufrir un procesamiento
por la enzima calpaina, produciendo péptidos de menor tamafio, que en condiciones no
reductoras tienen masas moleculares aparentes de ~165, y ~130 kDa. Por lo tanto, se
supuso que las bandas de mayor movilidad electroforética correspondian a estos
fragmentos proteoliticos descritos previamente.

Considerando esta informacién, se cuantifico la intensidad de las tres bandas
en relacién con B-actina, y la sumatoria de ellas correspondid a la cantidad relativa de
integrina P4 total, la cual en el grupo control, se encontré en el rango de 1,31 a 2,56
con un promedio de 1,68 * 0,48, mientras que en el grupo de pacientes SS, el rango
fue de 0,28 a 2,15 con un promedio de 1,01 £ 0,61. El analisis estadistico realizado a la
muestra indicé que existe una diferencia significativa entre ambos grupos, con un valor
de p=0,02 (Figura 12B).
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A Confroles Pacientes
kDa C1C2 C3C4 C5 C6 C7 C8 P1 P2 P3 P4P5P6 P7 P8 P9 P10P11P12
200— g o - o - g o=
IntegrinaB4{172— EEERERREEN Semar e w-
1456— e P g B S Ees [S—— s
B Figura 12. Deteccion y cuantificacion
3,01 p=0,02 proteica de la integrina p4. (A) El
25 analisis de proteinas mediante Western
™~ T blot se desarrollé6 con un extracto total
2.0- de GSL. Cada carril fue cargado con

. alicuotas de 15 nug de estos extractos.
1,54 Los carriles indicados con C

10, corresponden a los individuos controles
’ y con P a pacientes SS. La bandas

0,5- L sefialadas corresponden a integrina 4
intacta de 200 kDa y las bandas de 172

0.0 ' ' y 145 kDa a la integrina p4

Niveles relativos de integrina p4 total

proteolizada. La banda de p-actina
tiene una masa molecular de 47kDa.
(B) Analisis densitométrico de las
bandas de integrina 4 total normalizadas contra B-actina. El anadlisis estadistico entre ambos
grupos mostré una diferencia significativa en los niveles relativos de integrina 4 total (p = 0,02).

Controles Pacientes

4.3 Niveles de protedlisis de la integrina 4
Considerando que las bandas de 172 y 145 kDa corresponderian a productos

de protedlisis por calpaina, se cuantificé de manera separada la sefal de la proteina
intacta, y también la de estos productos (Figura 13). El analisis de hizo de la siguiente
manera:

e Integrina 4 intacta = Banda superior

e Producto de protedlisis = X (banda 172 kDa + banda 145 kDa)

¢ Razodn de protedlisis =X (banda 172 kDa + banda 145 kDa) / Proteina total
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Proteina intacta (200 kDa)—> | S

1° producto de proteolisis (172 kDa) > m
il

2° producto de protedlisis (145 kDa) >

Figura 13. Las 3 sefiales obtenidas, con masas moleculares entre 200 y 145 kDa,
fueron cuantificadas y analizadas de manera separada.

Los resultados de este analisis por separado, son los siguientes:

Los niveles relativos de integrina B4 intacta, 200 kDa, en el grupo control, se
encuentra en el rango de 0,22 a 1,01 con un promedio de 0,55 + 0,30, mientras que en
el grupo de pacientes, el rango es de 0,05 a 0,62 con un promedio de 0,27 + 0,21. El
analisis estadistico realizado a la muestra indicé que existe una diferencia significativa
entre ambos grupos, con un valor de p = 0,027 (Figura 14A).

Los niveles relativos de la integrina 4 proteolizada, 145y 172 kDa, en el grupo
control, se encuentra en el rango de 0,66 a 1,76 con un promedio de 1,14 + 0,36,
mientras que en el grupo de pacientes, el rango es de 0,3 a 1,52 con un promedio de
0,75 + 0,41. El analisis estadistico realizado a la muestra, indico que existe una
diferencia significativa entre ambos grupos, con un valor de p = 0,045 (Figura 14B).

Las razones de protedlisis se encontré en el rango de 0,49 a 0,82 con un
promedio de 0,68 * 0,13 en el grupo control, mientras que en el grupo de pacientes, el
rango es de 0,58 a 0,91 con un promedio de 0,74 + 0,09. El analisis estadistico
realizado a la muestra indicd6 que no existe una diferencia significativa entre ambos

grupos, con un valor de p = 0,18 (Figura 14C).
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La calpaina es una enzima que para actuar necesita cantidades micromolares
de Ca'™. Antecedentes demuestran que su actividad puede ser inhibida tanto por la
adicion de inhibidores especificos, o bien con el uso de EGTA, en concentracion
10 mM en el tampodn de extraccion de proteinas [18, 46].

Se hizo Western blot de GSLs de algunos individuos de ambos grupos, usando
el protocolo descrito en Materiales y Métodos, pero la extraccion de proteinas totales
se realizd usando sélo la mitad de la concentracion de EGTA, es decir 5 mM. El
resultado fue dramaticamente distinto (Figura 15). Mientras en algunas muestras se
mantuvo el patron de 3 bandas (carriles C3, C6, P1, P5 y P6), en otras, la banda que
correponde a integrina B4 intacta, desaparecié casi por completo (carriles C1, C2, C4,
C5, P2, P3, P4). Sin embargo, las bandas de 172 y 145 kDa se detectaron en todos los

individuos analizados.
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kDa C1 C2 C3 C4 C5 C6 P1 P2 P3 P4 P5 P6
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Figura 15. Efecto de EGTA 5mM en la protedlisis de la integrina 4. El
analisis de proteinas mediante Western blot para detectar la integrina 34
se realizé usando extractos de GSL totales conteniendo concentraciones
de EGTA 5mM en el tampén de extracciéon. Cada carril contiene 15ug de
estracto total de proteinas provenientes de GSL de individuos controles
(C) y de pacientes (P). La banda de 200 kDa corresponde a la integrina 4
intacta, y las de 172 y 145 kDa a la integrina B4 proteolizada. La banda de
47 kDa corresponde a B-actina.

4.4 Determinacion de la capacidad de uniéon entre los productos proteolizados de
la integrina 4 con a6 en GSL de pacientes SS

Debido a la protedlisis parcial de la integrina 4, era necesario establecer si los
péptidos producidos, de 172 y 145 kDa, eran capaces de mantener el dimero a6p34.
Para determinar ésto, se hizo co-inmunoprecipitacion de 4, utilizando anticuerpos anti-
a6 y luego deteccion de B4 por Western blot. En la Figura 16 se aprecia que tanto en
controles, como en pacientes, cuando se utilizd el anticuerpo anti-a6 para la
inmunoprecipitacion, se detectaron las tres formas de B4 descritas anteriormente (200,
172 y 145 kDa). Al contrario, cuando se inmunoprecipité con un anticuerpo contra una
integrina que no forma dimero con la integrina B4, como es la integrina aV, la integrina

4 no fue detectada en el Western blot.
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Figura 16. Co-inmunoprecipitaciéon de productos proteolizados de
la integrina P4. La inmunoprecipitacion se realizé con anticuerpos
contra la integrina a6 y como control se emple6 anticuerpo contra la
integrina aV. La deteccion de las proteinas inmunoprecipitadas se
realiz6 mediante Western blot para identificar la integrina B4.(-) En
este carril se detectdé B4 en el extracto total de proteinas sin
inmunoprecipitar.

5. Comparacion de los niveles relativos de la integrina a6 y de integrina B1 en
pacientes SS

Con el proposito de dilucidar las diferencias en la intensidad para la integrina o6
observada en los pacientes SS se realizé una evaluacion de los niveles de expresion
de la integrina B1. Este analisis se fundamentd en dos hechos, el primero es que la
integrina a6 puede formar dimeros con las integrinas B1 6 B4. El segundo se
fundamenté en que la integrina 631 se expresa en epitelios y en células del infiltrado
inflamatorio [61]. Estas ultimas se encuentran aumentadas en las GSLs de pacientes
con SS. Por estas razones, fue necesario analizar los niveles de la integrina 1 para
comparar con los de o6 y resolver si las notorias diferencias en los niveles relativos de
integrina a6 dentro del grupo de pacientes SS podrian deberse a un aporte no
considerado de integrina a6B1 por parte de las células inflamatorias.

Se hizo Western blot con extractos de proteinas de glandula completa, y los
resultados muestran niveles relativos de integrina 31 muy parecidos entre ambos
grupos (Figura 17). En el grupo control, los niveles relativos de integrina 1 estan en el

rango de 0,58 a 2,89, con un promedio de 1,70 * 0,72, mientras que en el grupo de
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pacientes, el rango es de 0,51 a 2,60, con un promedio de 1,57 * 1,73. El valor de p =

0,72, indica que no hay diferencias significativas.

A

KDa

Controles

Pacientes

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C8 P1 P2 P4 P5 P6 P7 P8 P10P11P12

Integrina p1 130 —

B-actina 47 —

ol -

- - -
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Niveles relativos de integrina p1

(p=0,72)

1
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|

Controles

Pacientes

Figura 17. Deteccion y cuantificacion
proteica de la integrina p1. (A) El analisis
de proteinas mediante Western blot se
desarroll6 con un extracto total de GSL.
Cada carril fue cargado con alicuotas de 15
ug de estos extractos. Los carriles indicados
con C corresponden a los individuos
controles y con P a pacientes SS. La banda
sefialada corresponde a integrina 1 de 130
kDa. La banda de B-actina tiene una masa
molecular de 47kDa. (B) Analisis
densitométrico de las bandas de integrina p4
total normalizadas contra B-actina. El analisis
estadistico entre ambos grupos no mostré
diferencia significativa en los niveles relativos
de integrina 1 (p = 0,72).

En la Figura 18 se muestra la comparacion caso a caso de los niveles relativos

de las integrina a6 y 1. Estos niveles no mostraron ninguna relacion entre ambas

integrinas. Los individuos que para a6 mostraron altos niveles (columnas P1, P4, P8,

P9y P12), para B1 presentaron niveles completamente dentro del rango promedio.
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Figura 18: Niveles relativos de las integrinas 1 (rojo) y a6 (verde) determinada caso a caso.

6. Distribucion subcelular de la integrina 4 en GSL de pacientes SS

Primero se estudio la localizacion de la integrina 4 en acinos y ductos de GSLs
de individuos controles y pacientes con SS. Si esta integrina se encuentra en la
superficie de la célula sera considerada como un indicador de la presencia del dimero
a6pB4, ya que solo en esas condiciones es destinada a ese compartimiento subcelular.
Ademas, esta localizacién se analizd en conjunto con laminina, con el propdsito de
evaluar si los cambios en la lamina basal modifican el patrén de distribucion de esta
integrina. Para ello, se utilizé inmunofluorescencia confocal. En las Figuras 19 y 20 se
muestra la distribucién por separado y colocalizacion de la Integrina 4 y laminina en
cortes de GSLs provenientes de individuos controles.

En la Figura 19A se puede observar que la Integrina B4 se localiza en la
superficie basolateral de células serosas y solo en basal de células mucosas y ductos,
en Figura 19C se observan zonas de fluorescencia amarilla que indica la colocalizacion
de estas moléculas. Los vasos sanguineos no presentan inmunorreactividad para 4.
En la figura 20 se destaca muy claramente la distribucion y colocalizacién en un acino

Seromucoso.

39



Integrina B4 Laminina Integrina f4/Laminina

L]

Figura 19. Distribucion y colocalizacién de integrina o634 y laminina en secciones de gldndulas salivales
de individuos controles. En (A) se muestra la localizacion y distribucion de integrina 4, en (B) de laminina
y se sefialan los acinos serosos (s), acinos mucosos (m) y ductos (d) y en (C) se muestra la colocalizacién
de ambas moléculas. Las iméagenes (A) y (B) se muestran en blanco y negro para resaltar la sefal.
(Barra: 22 um)

Integrina B4/Laminina

~ Panoramica Integrina B4 Laminina

Figura 20. Distribucién de integrina 064 y laminina en un acino sero-mucoso en secciones de glandulas
salivales de individuos controles. En (A) se muestra una vision panoramica de una zona ampliada, y
mostrada en el recuadro blanco, un corte longitudinal de un acino sero-mucoso. En (B) se destaca con
mucha claridad la distribucién de la integrina, en (C) se observa una lamina basal muy bien definida y en (D)
la colocalizacién de ambas moléculas en casi toda la superficie de células serosas y mucosas, sefialada con
flechas amarillas. Las imagenes (B) y (C) se muestran en blanco y negro para resaltar la sefial.
(Barra: 22 um).

En la figura 21, se muestran cuatro secciones provenientes de diferentes
pacientes donde se destacan algunos de los cambios mas frecuentes observados en
las glandulas salivales de pacientes con SS. En todas ellas se muestra una vista
panoramica y un recuadro de la seccidon que se quiere destacar. En las Figuras 21A-D
se muestra la observacion mas frecuente, ésta es el incremento en
inmunofluorescencia en los acinos mucosos, en general con mantencién de la
integridad de la lamina basal. En la porcién serosa que sefala la flecha roja (Figura
21D) se observa desorganizacion en lamina basal y en el patron de distribucion de la

integrina.
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Integrina B4/Laminina

Panoramica Integrina B4 Laminina

Figura 21. Distribucion y colocalizacion de integrina a6p4 y laminina en secciones de glandulas
salivales de pacientes con sindrome de Sjogren. En (A), (E), (I) y (M) se muestra una vision
panoramica de una zona donde se amplifica una regién en recuadro blanco que muestra secciones
provenientes de 4 pacientes. (A)—(D) muestra un incremento de la inmunofluorescencia en acinos
mucosos, sin mayores cambios en lamina basal. (E)—(H) se observa un ducto con pérdida y
discontinuidad de la integrina y laminina, sin embargo hay pequefias zonas de colocalizacién (flecha
amarilla). (I)~(L) se muestra desorganizacion de acinos serosos acompanada de un drastico aumento
de inmunofluorescencia citoplasmatica de la integrina y pérdida total de colocalizaciéon con laminina
(flecha roja). En (M)—(P) se detecta un patréon muy similar al recién descrito, pero en acinos mucosos.
Flechas amarillas: zonas de colocalizacion, Flechas rojas: zonas de desorganizacion sin
colocalizacién. Las imagenes centrales se muestran en blanco y negro para resaltar la sedal.
(Barra: 22 um)
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Aun hay zonas de colocalizacion, indicadas por la flecha amarilla. En las Figuras 21E—
H, se muestra pérdida de inmunofluorescencia para ambas moléculas en un ducto, sin
infiltrado linfocitario. En las Figuras 21l-L, se observa un cambio dramatico en la
distribucion de la integrina 4 en acinos serosos, mostrando un aumento importante de
ella a nivel citoplasmatico y las laminas basales con pérdida de continuidad. Esta
observacion fue observada en 3/10 pacientes, también se observa una pérdida
completa de colocalizacion. En las Figuras 21M-P se destaca una situacion similar a la

recién descrita, pero observada en acinos mucosos.

7. Correlacidon entre niveles relativos de integrina a6pf4 y algunos parametros
morfolégicos

Se hizo un correlaciéon entre los niveles relativos de integrina o6 y p4
(incluyendo los parametros previamente sefalados en la Figura 13) y parametros
morfolégicos como fibrosis, cantidad de parénquima y organizacidén acinar. Estos se
determinaron a través una clasificacion visual mediante microscopia de luz de
secciones de GSLs de controles y pacientes SS y se ordend cada variable en forma
ascendente (de menos organizado a mas organizado, de menos parénquima a mas
parénquima y de menor a mayor grado de fibrosis). Luego, se hizo un analisis
estadistico de correlacion usando el test de Spearman. Los resultados para controles y
pacientes SS se detallan en las Tablas 6 y 7. Los distintos valores se han destacado

segun su nivel de correlacion:

Correlacion fuerte
Correlacién moderada
Correlacion débil

Tabla 6. Valores de correlacion para controles.

4 intacta p4 total prote[cg)ﬁzada [E{r?)fé)cl;]ligii ob
Organizacién 0.111 0.000 -0.037 -0.222 0.185
Parénquima 0.632 0.000 -0.632 -0.791 -0.158
Fibrosis -0.306 0.342 0.613 0.378 -0.162
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Tabla 7. Valores de correlacion para pacientes SS.
4 Razon de

4 intacta 4 total proteolizada  proteolisis ob
Organizacion -0.856 -0.852 -0.813 0.588 -0.007
Parénquima 0.397 0.600 0.676 -0.243 0.025
Fibrosis -0.043 -0.279 -0.414 -0.111 -0.704

Segun este andlisis:
¢ A nivel de organizacion de acinos:

En controles no hay correlacién con ninguno de los parametro evaluados.

En pacientes, a menor organizacion acinar (mayor pérdida de organizacion),
mayor cantidad de integrina B4 total, intacta y proteolizada (correlacion fuerte). A
mayor organizacion, mayor razon de protedlisis (correlacion moderada).

e A nivel de cantidad de parénquima:

En controles, a mayor cantidad de parénquima, mayor cantidad de integrina 4
integra, y también menos B4 proteolizada (correlaciéon moderada). También a mayor
parénquima, menor razén de proteolisis (correlacién moderada).

En pacientes, a mayor cantidad de parénquima, mayor cantidad de integrina 34
integra (correlacion débil). También, a mayor cantidad de parénquima, mayor cantidad
de p4 total y proteolizada (correlacion moderada).

e A nivel de fibrosis:

En controles, a mayor grado de fibrosis, menor cantidad de integrina B4 integra
y mayor cantidad de 4 total y razén de proteolisis (correlacion débil). También, mayor
cantidad de p4 proteolizada (correlacion moderada).

En pacientes, a mayor cantidad de fibrosis, menor cantidad de B4 proteolizada

(correlacién moderada), y también menor cantidad de a6 (correlacion fuerte).
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DISCUSION

En esta tesis se determind si en glandulas salivales labiales de pacientes con
sindrome de Sjogren la pérdida de adhesion celular y la sobreexpresion de laminina-5,
se acompafian de una sobreexpresion y/o una redistribucion de la integrina a6p4.
Estos cambios en la integrina a6p4 podrian corresponder a un mecanismo de rescate a
la muerte de las células acinares por anoikis, que es la apoptosis inducida por la
pérdida de anclaje mediado por integrinas. Para esto, se estudiaron los niveles de
mRNA y proteinas de la integrina a6p4 y su distribucion en la superficie de las células
acinares de glandulas salivales de pacientes con sindrome de Sjogren.

A nivel de mRNA, el partidor usado para a6, permitid la deteccion de dos
productos, de 817 y 701 pb, y que corresponden a las isoformas a6A y o6B,
respectivamente [25]. Esto demuestra que en glandulas salivales labiales, tanto de
individuos controles, como de pacientes con sindrome de Sjogren, se expresan ambas
isoformas de la integrina 06. La presencia de estas isoformas en glandulas salivales
normales ha sido descrita previamente [5, 25]. Ambas isoformas presentaron cinéticas
de formacion similar (productos versus ciclos de amplificacion), por lo tanto para los
analisis estadisticos, se utilizd la sumatoria de ambas sefiales. Cabe mencionar
también, que en el caso del dimero a6f4, la presencia de una u otra isoforma de a6,
no implica diferencias de especificidad hacia el ligando [40]. Tras el analisis, no se
encontraron diferencias significativas en los niveles relativos de mRNA entre controles
y pacientes (p = 0,49).

Para la integrina 4, el partidor permitio la deteccion de un producto de 413pb,
que corresponde al precursor mRNA de esta proteina. De manera analoga a a6, el
analisis estadistico mostré que no hay diferencias significativas en los niveles relativos
de mRNA de integrina B4 entre pacientes y controles (p = 0,71). A diferencia de lo
esperado, los niveles relativos de la integrina a6B4 entre pacientes y controles, se
mantuvieron sin diferencias significativas, mostrando que no hay cambios en la
expresion génica de estas proteinas.

En el analisis de los niveles de proteinas mediante Western blot, para la

integrina a6, se obtuvo una banda de 133 kDa, peso molecular esperado para la
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integrina a6 [56]. Esta banda corresponderia a ambas isoformas (a.6A y a6B), pero no
fue posible discriminarlas como bandas separadas, debido a la minima diferencia de
peso molecular entre ellas y por las condiciones no reductoras usadas para la
separacion. Ademas, el grado de glicosilacion de esta integrina favorece a que la
banda se presente difusa. El analisis densitométrico de la banda de esta integrina no
mostro diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en estudio (p = 0,2),
sin embargo, al analizar el Western blot de esta proteina (Figura 10A) se observd
claramente que en el grupo de pacientes habia dos sub-grupos; uno de expresion
similar a controles, sefialados como pacientes con niveles bajos de expresién, y otro
notoriamente mas alto, sefialado como pacientes con niveles altos de expresion. Al
analizar de manera separada estos subgrupos, los pacientes con niveles bajos de
expresion mantuvieron su diferencia no significativa respecto al grupo control (p =
0,296), sin embargo el grupo de pacientes con niveles altos si presentd una diferencia
significativa respecto al grupo control (p = 0,014). Este ultimo resultado no muestra una
relacién directa respecto a los obtenidos por PCR, por lo tanto, se hicieron nuevos
analisis, los que seran revisados mas adelante.

Para la proteina B4 se obtuvo un patrén de tres bandas, las que segun sus
masas moleculares aparentes corresponden a la integrina 4 intacta y dos productos,
que por su patrén de migracién, podrian corresponder a protedlisis de 4 por calpaina
(ambas isoformas) [18, 46]. Al analizar la expresién total de esta proteina, que es la
sumatoria de las tres bandas, se obtuvo una diferencia significativa entre controles y
pacientes (p = 0,02), con una expresion menor en pacientes. También se observé un
par de bandas de menor masa molecular, 122 y 110 kDa, pero no hay certeza acerca
de su origen, no obstante, podrian corresponder a otros productos de protedlisis no
descritos de p4.

Los resultados obtenidos, tanto para a6 como para 4, no mostraron una
relacion directa entre los niveles de mRNA y los niveles de proteinas, lo que sugiere
posibles cambios a nivel de la regulacion post-transcripcional.

Se analizé de manera separada cada una de las tres bandas que correspondian
a B4 intacta y sus productos de protedlisis. Sin embargo, el resultado obtenido no fue

distinto al de la proteina total; en ambos casos, los niveles relativos, tanto de proteina
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intacta como proteolizada, son significativamente mayores en controles. No obstante,
al analizar la razén de protedlisis, el resultado fue inverso, los pacientes mostraron una
razén mayor a los controles, aunque esta diferencia no fue significativa (p = 0,18).

Para analizar el supuesto procesamiento por calpaina, una enzima proteolitica
que para actuar necesita cantidades micromolares de Ca*?, se usé EGTA 5 mM, que
corresponde solo a la mitad del usado para hacer las extracciones de proteinas de la
manera descrita en Materiales y Métodos. El resultado obtenido fue muy interesante,
como se advierte al comparar las Figuras 12 y 15. Con una alta incidencia en pacientes
y controles, la banda de 200 kDa, que corresponde a la integrina 4 intacta, ha
desaparecido, mientras que las bandas de 172 y 145 kDa contintan siendo detectadas.
Este resultado coincide con lo descrito en otros estudios para el procesamiento por
calpaina, donde una concentracién de EGTA de 10 mM, es capaz de detener
completamente la actividad de esta enzima, mientras que la mitad, 5 mM, no es capaz
de bloquear su accién, produciendo péptidos de los tamafos obtenidos. Esto apoya la
idea de la protedlisis por calpaina, y demuestra un intenso procesamiento, en
pacientes y controles. Ademas, dado que los estudios de los niveles de proteinas se
hicieron usando una concentracién de EGTA 10 mM, cantidad suficiente para bloquear
completamente la actividad de calpaina, podemos decir que la protedlisis observada se
produce in vivo, y no seria un artefacto de la extraccion de proteinas. Luego, al
continuar analizando la Figura 15, se aprecia que el duplete de masa molecular menor,
122 y 110 kDa, se intensifico, lo que sugiere que también corresponderian a péptidos
no descritos de la protedlisis de 4. Por lo tanto, se descarta la posibilidad de que una
de estas bandas correspondiera a la isoforma B4E.

Estos resultados podrian indicar que los niveles relativos de integrina 4 en
pacientes, serian menores a los obtenidos en controles, debido a una protedlisis
mayor, que si bien no es significativa, para el caso de la producida por calpaina, ésta
podria sumarse a otro mecanismos de procesamientos no estudiados, y producir una
protedlisis total que si sea significativa. Cabe recordar, que se han descrito
procesamientos de B4 por MMPs [60], y que algunas de éstas se encuentran

aumentadas en los pacientes con sindrome de Sjogren [24, 44].
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Para determinar la capacidad de union de los productos proteolizados de 4
con la integrina a6, se hizo un ensayo de co-inmunoprecipitacion que demostré que al
igual que con la proteina B4 intacta, la integrina a6 también es capaz de mantenerse
unida a los péptidos de 172 y 145 kDa (Figura 16).

Como se sabe, la protedlisis por calpaina se produce cuando la integrina p4 se
encuentra en la superficie celular [18], y para que esta proteina se ubique en este
lugar, debe hacerlo dimerizada con la integrina a6. En consecuencia, el corte por
calpaina, no modificaria la mantencion de la forma dimerizada. Esto ha sido descrito en
otros estudios, y las dos formas procesadas de 4 permanecerian asociadas a a6 en la
superficie celular [46].

Para determinar si las diferencias en los niveles relativos de la integrina a6 en el
grupo de pacientes, podria deberse a un aporte no considerado de parte del infiltrado
linfocitario, que también expresa el dimero a6p1 [61], se midieron los niveles relativos
de integrina 1 en controles y pacientes, encontrandose niveles muy parecidos, y que
no guardan ninguna relacion con los niveles obtenidos para la integrina a6. De hecho,
al comparar los niveles de integrina o6 y p1 por individuo (Figura 18), se confirma el
comportamiento no relacionado. Es decir, pacientes que muestran gran cantidad de a6,
muestran valores de 1 similares o incluso menores que los pacientes que presentan
valores normales de a6. Se puede decir entonces que las diferencias en los niveles de
a6 en el grupo de pacientes, no se debe a un aporte de linfocitos. Por lo tanto, al igual
que como se ve para la integrina B4, debe haber una regulacién post-transcripcional
que afecte los niveles detectados. Como una forma de regular la sefalizacion
bidireccional, se han encontrado procesamientos a nivel post-traduccional de dominios
citoplasmaticos de integrinas localizadas en la membrana plasmatica, tales como el
sufrido por la integrina B3 en plaquetas, que mediante un procesamiento por calpaina
regula la capacidad de unién a su ligando [29, 52].

En el caso de a6, podria haber algun mecanismo de protedlisis que en algunos
pacientes, a la inversa del caso de B4, podria estar actuando a una razén menor, lo
que se traduce en mayor cantidad relativa de integrina a6. Dada la naturaleza del

anticuerpo, que reconoce solamente a la integrina a6 de longitud completa, no es

47



posible detectar péptidos de esta integrina de menor masa molecular que pudieran ser
generados por algun procesamiento post-traduccional.

En sintesis no hay diferencias significativas entre los niveles relativos de mRNA
de integrina a6 ni de B4 entre pacientes y controles. A nivel de proteinas, en ambos
grupos de individuos se observan cambios significativos en los niveles relativos, hecho
que indicaria cambios en la regulacion post-transcripcional.

Para analizar la distribucion subcelular de la integrina a684, se hizo la deteccion
de la subunidad B4, la cual, como ya se menciond, solo se puede ubicar en la
superficie celular cuando esta dimerizada con a6. Ademas, como ya se comprobd, los
péptidos menores, 172 y 145 kDa también se unen a o6. Paralelamente, se analizé su
colocalizacion con laminina.

En controles (Figuras 19 y 20) la integrina 4 se encontro en la superficie basal
de células mucosas y ductos, y en la superficie basolateral de células serosas, tal
como ha sido descrito para glandulas salivales menores [39]. Asimismo, se observan
zonas de colocalizacion con laminina, la cual ademas se encuentra bien conservada,
mostrando una marca bien definida.

En el caso de pacientes, la situacion cambia notoriamente (Figura 21). Aun, en
individuos con una lamina basal que no se encuentra tan alterada, la distribucién
basolateral de la integrina ahora no es solo en acinos serosos, sino también en
mucosos. Luego, en otros pacientes, se encontré que a mayor alteracion de la lamina
basal, la localizacion de B4 fue marcadamente basolateral e incluso se podia encontrar
a nivel citoplasmatico. Se detectaron zonas con pérdida de colocalizacion con laminina,
y otras donde aun se mantenia. Esta observacion demostré una clara redistribucién de
la integrina B4 en pacientes, con un supuesto aumento a medida que crece el grado de
desorganizacién de la estructura acinar.

Interpretamos que esta redistribucién seria una forma de aumentar el anclaje
celular a medida que la lamina basal se desorganiza, buscando nuevos puntos de
unién a laminina, cuya isoforma laminina-5 se encuentra sobreexpresada en pacientes,
o bien, para formar uniones en la superficie lateral de la célula acinar con ligandos aun

no descritos.
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La redistribucion de las integrinas durante la migracién ha sido demostrada en
otros tipo celulares, justamente para buscar nuevos puntos de anclaje, y en muchos
casos la unién a un ligando distinto, por ejemplo, en carcinoma, a6p4 puede mediar la
migracién celular uniéndose a otros ligandos, como laminina-1, que pasa a ser su
ligando de mayor afinidad, aumentado la extension y la estabilidad de filopodios [48].
Antecedentes de nuestro laboratorio muestran que en los pacientes con sindrome de
Sjogren, laminina-1 muestra una expresion aumentada de manera significativa, por lo
tanto podriamos postular una eventual interaccion con la integrina a6p4. Parte del
mecanismo de redistribucion, seria a través de la internalizacion de los receptores y
posterior redestinaciéon a la superficie celular. Se ha demostrado que el evento de
internalizacion esta dirigido por el dominio citoplasmatico de a6, que contiene sefiales
de internalizacion [17]. Se ha visto que después de desanclar queratinocitos en cultivo,
es posible encontrar a6p4 junto a otros componentes del hemidesmosoma, en
vesiculas citoplasmaticas [47]. Esto podria explicar la localizacion citoplasmatica de la
integrina B4 encontrada en los pacientes que mostraban una mayor desorganizacion
de la lamina basal.

Como conclusion del segundo objetivo especifico, los pacientes con sindrome
de Sjogren, mostraron una redistribuciéon de la integrina o634, evento que aumenta a
medida que crece la desorganizacion de la lamina basal, perdiéndose la colocalizacion
con laminina.

Finalmente, se hizo una correlacién entre los niveles relativos de la integrina a6
y B4, y algunos parametros morfolégicos. Este analisis arrojo resultados acordes a
algunas observaciones ya revisadas. Se advierte que existe una fuerte correlacion
entre la pérdida de organizacion y la cantidad de integrina 4 en pacientes. A medida
que aumenta el grado de desorganizacion, aumenta la cantidad de esta integrina,
siempre por debajo de los controles, situacion que ya habia sido observada mediante
inmunofluorescencia. Otros resultados mostraron notorias diferencias entre pacientes y
controles, haciendo evidente cambios, o desdrdenes, en los sistemas de regulacién
(Tabla6y7).
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En el sindrome de Sjogren se produce una desorganizacion de la lamina basal,
que conlleva al desanclaje celular. Los resultados mostraron que en pacientes, la
cantidad de integrina 4 es menor a controles, y esto se podria deber a mecanismos
sobreactivados de regulacion mediante protedlisis. Al producirse el desanclaje debido a
la desorganizacion de la lamina basal, se daria inicio a un sistema de respuesta, en el
cual los mecanismos de protedlisis serian intervenidos para permitir el aumento de la
cantidad de integrina p4 disponible, y esta iria en aumento a medida que aumenta la
desorganizacion. Este aumento en los niveles de f4, iria en paralelo con la
sobreexpresion de laminina-5, para aumentar los puntos de anclaje, permitir la
formacion del hemidesmosoma y mantener la senalizacion dependiente de anclaje, las
que regulan muchos procesos celulares. Aun cuando este mecanismo de optimizacion
del anclaje bajo un cuadro de desorganizacion de la lamina basal y desanclaje celular
desmesurado, podria ser un sistema eficiente tanto en la funcién mecanica como en la
funcién senalizadora de la integrina, esta ultima funcién podria ser la menos
beneficiada. Usando mutantes de B4 con delecion del “dominio sefalizador” que
corresponde a las repeticiones FNIII -lll y -1V, ademas del segmento conector, se vio
que después de unirse a laminina-5, la integrina a6p4 mantenia la capacidad de unirse
a plectina, e incluso a BP180 (esto ulitmo sdlo in vivo), pudiendo formar una estructura
tipo hemidesmosoma IlI, manteniendo intactas las capacidades de anclaje, sin
embargo, se imposibilita la union de BP230, con lo cual se impide la formacién del
hemidesmosoma tipo |, y por lo tanto gran parte de la sefalizacién dependiente de
anclaje [41] (Figura 22).
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Figura 22. La integrina p4 con el dominio sefializador truncado, es capaz de
unirse a plectina, e incluso a BP180 in vivo, pudiendo formar una estructura tipo
hemidesmosoma IlI, manteniendo la capacidad de anclaje sin alteracion. Sin
embargo no es capaz de unirse a BP230 y formar el complejo hemidesmosoma |
[41]. HD | : Hemidesmosoma tipo |, HD Il: Hemidesmosoma tipo Il. Imagen
adaptada de Koster y cols, 2003 [30].

Esta misma situacion podria estar sucediendo en los pacientes con sindrome
de Sjogren, donde debido a la actividad de calpaina, el péptido de mayor tamafo (172
kDa), dado que sélo carece de los dominios FNIII 3 y 4 (Figura 4), podria mantener su
capacidad de anclaje, pero no la de sefalizacion (Figura 23, paso 10). Si a esto se
agrega el hecho de que no toda la integrina 4 intacta, pueda estar éptimamente unida
al ligando especifico, resultaria en que efectivamente se estaria salvando el anclaje,
pero la sefializacién podria estar disminuida. Entre algunas de las funciones reguladas
por estas sefales, esta la resistencia a apoptosis, ademas de la mantencién de la
polaridad celular, que en los pacientes, esta seriamente afectada. En este proceso
para mantener, o recuperar el anclaje, la integrina p4 se redistribuye, evento que se
observé claramente mediante inmunofluorescencia. La integrina pas6 desde una
distribucion basal en acinos mucosos y basolateral en acinos serosos (cuya diferencia
en la distribucion, y su relacion con la funcion de estos dos tipos celulares se
desconoce), a una distribucion basolateral en ambos casos. En la superficie lateral, la

integrina a6B4 podria unirse a otro ligando, y mediante otras sefiales desconocidas,
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formar estructuras capaces de mantener el anclaje (Figura 23, paso 11). No
obstante, para esta redistribuciéon y remodelamiento de las interacciones celulares,
seria necesario el procesamiento de 4 por calpaina (Figura 23, paso 8). Por lo tanto,
habria un conflicto para ejecutar la redistribucion y mantener la funcién de sefializacion
propia de una célula que debe estar anclada.

En pacientes con sindrome de Sjogren, ciertas citoquinas estan desreguladas
en sus niveles de expresion. De la misma manera, también hay factores de crecimiento
que se han encontrado aumentados en las glandulas salivales labiales de estos
pacientes. Estos factores de crecimiento pueden activar a calpaina [23]. Ademas, se
sabe que factores de crecimiento activan a la Rho GTPasa Rac1, que promueve la
migracion celular. Cuando se activa esta enzima Rac1, su contraparte RhoA, una
proteina de accion inversa (que promueve la adhesién celular), debe ser inhibida, y
esto se lleva a cabo por medio de la activacion de calpaina que es capaz de procesar a
esta proteina [31]. Rac1 induce la migracién celular, que implica que la célula se
desancle. Esto involucra la pérdida de sefiales dependientes de anclaje, lo que puede
desencadenar anoikis, que es la muerte celular por desanclaje. Por esto, Rac1 es

capaz de proteger a las células de este tipo de muerte celular [9].

Factores de crecimiento > ©t Rac1 - 1t Calpaina = ¢ RhoA > 1 Proteccion a Anoikis

En los pacientes con sindrome de Sjogren, factores de crecimiento podrian
estar aumentando la actividad de Rac1 y calpaina (Figura 23, pasos 6 y 7), lo que se
traduce en mayor facilidad para la redistribucion de la integrina, y recuperaciéon del
anclaje (Figua 23, pasos 9 a 11). Debido a la protedlisis del “dominio sefalizador” de
B4 por calpaina, la célula estaria perdiendo sefnalizacion por anclaje (si ademas
consideramos que muchas unidades B4 intactas no han podido unirse a laminina-5 en
una lamina basal desorganizada (Figura 23, paso 5)), lo que podria llevarla a anoikis,
pero Rac1 estaria protegiendo de esta muerte (Figura 23, paso 7). Otros eventos,

como la mantencion de la polaridad celular, estarian completamente desregulados.
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Los resultados demuestran que en acinos de glandulas salivales labiales de
pacientes con sindrome de Sjogren, existe un sistema para contrarrestar el dafo
provocado por la desorganizacion de la lamina basal. Mientras la destruccion de la
matriz podria producir desanclaje celular, pérdida de las sefales dependientes de la
interaccion célula-matriz, y muerte celular, un amplio sistema de redistribucion de la
integrina a6p4, junto con la mantencion de las sefiales antiapoptéticas por medio de
factores de crecimiento, son capaces de mantener la sobrevida de la célula. Aun asi,
hay senales que seguramente desaparecen o disminuyen de manera considerable,
como aquellas que mantienen la polaridad celular, y posiblemente otras que regulan
otros eventos celulares, y que se desconocen, como las que regulan la produccion de
las secreciones. Seria importante encontrar un forma de mantener la sefalizacion
dependiente de anclaje, tal vez activando los dimeros de integrina a6p4, cuya
subunidad B4 esté intacta y que no esté unida a laminina-5, como en los sitios que se
ve pérdida de colocalizacién mediante inmunofluorescencia. El uso local y dirigido de
anticuerpos contra p4, con funciéon agonista, podria ser una opcién para recuperar la

sefnalizacion.
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Figura 23. Modelo propuesto como sistema de rescate a anoikis en células acinares de GSLs
de pacientes con SS 1. Posibles puntos de regulacién post-transcripcional distinta (en forma o actividad)
a controles. 2. Formacion del dimero a6p4. 3. Destinacion a superficie celular. 4. Contacto con LM5 y
formacion del hemidesmosoma I. Mantencion de anclaje y sefales dependientes de éste. 5. Integrina p4
intacta, pero sin contacto con LB debido a la desorganizacion de ésta. No hay ni anclaje ni sefializacion. 6.
Activacién de calpaina por factores de crecimiento. 7. Activacion de Rac1 que mantiene sefales
antiapoptoticas. 8. Protedlisis de f4 por calpaina. Aumenta el proceso de redistribucion. 9. Redistribucion
de la integrina mediante internalizacion. 10. Integrina redistribuida. Formaciéon de estructura tipo
hemidesmosoma Il, capaz de mantener anclaje, pero no sefializaciéon. 11. Integrina en zona lateral,
posiblemente ligada a ligando desconocido, manteniendo anclaje.
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RESUMEN DE RESULTADOS Y CONCLUSION

Los niveles relativos de mRNA, tanto para la integrina a6 como B4, no
presentaron diferencias significativas entre pacientes y controles.

Los niveles relativos de proteina de integrina a6 no presentaron diferencias
significativas entre pacientes y controles. Sin embargo, en el grupo de
pacientes se detectaron dos subgrupos, uno que se comportaba de manera
similar a controles, y otro con una expresion bastante aumentada. El analisis
estadistico de ambos grupos por separado, mostrd diferencias significativas
entre el grupo de pacientes con expresion alta y el grupo control. Para
determinar si esta cantidad mayor de integrina a6 podria atribuirse al infiltrado
linfocitario, se evalué los niveles relativos de integrina 1, pero estos resultados
no mostraron relacién con los niveles de a6, por lo tanto se descarté esta
posibilidad. Las diferencias podrian deberse a mecanismos de regulaciéon post-
transcripcional.

Los niveles relativos de proteina de integrina 4 mostraron una diferencia
significativa entre controles y pacientes, con niveles relativos menores en
pacientes. También se encontraron péptidos de menor masa molecular
correspondientes a productos de protedlisis de B4 por calpaina. Al analizar la
razon de protedlisis entre pacientes y controles, se encontré que esta era mayor
en pacientes, aunque la diferencia no fue significativa.

Tanto la integrina 4 intacta, como sus dos productos de protedlisis de 172 y
145 kDa, se unen a la integrina a6.

La distribucion subcelular de la integrina «a6p4. mostré una marcada
redistribucién en pacientes, encontrandose en la superficie basolateral, e
incluso a nivel citoplasmatico. Este fendmeno fue despendiente del grado de
desorganizacion de la lamina basal. A mayor desorganizacion, mayor
redistribucién, hecho que fue evaluado estadisticamente mediante estudios de

correlacion.
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En conclusion, estos resultados confirmaron la hipotesis de manera parcial.
Existiria un mecanismo de rescate de la célula acinar para evitar la muerte celular por
desanclaje, en el que seria muy importante el papel de la redistribucion de la integrina
o6p4, acompafiada de una sobreexpresion de su ligando laminina-5, con lo cual se
buscaria aumentar los puntos de anclaje. No se encontré sobreexpresion de ninguna
de las proteinas a nivel de mRNA. Al analizar los niveles relativos de expresién, se
encontraron aumentos y disminuciones, cambios que sélo exponen los posibles
desniveles en el control post-traduccional de la proteina. Por lo tanto, para mantener el
anclaje, soélo seria necesario la redistribucién de la integrina a634. Eventos como la
mantencion de la sefalizacién por anclaje, serian mantenidos probablemente por otros

mecanismos.
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